Mecanismos responsables de las acciones vasculares del péptido natriurético tipo C : evaluación de los efectos beneficiosos de éste péptido sobre las alteraciones asociadas a la hipertensión arterial by Caniffi, Carolina Cecilia
 UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUÍMICA 
CÁTEDRA DE FISIOLOGÍA, DPTO. CIENCIAS BIOLÓGICAS  
MECANISMOS RESPONSABLES DE LAS ACCIONES 
VASCULARES DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C. 
EVALUACIÓN DE LOS EFECTOS BENEFICIOSOS DE 
ESTE PÉPTIDO SOBRE LAS ALTERACIONES 
ASOCIADAS A LA HIPERTENSIÓN ARTERIAL 
 
 
 
AUTOR: CAROLINA CECILIA CANIFFI 
DIRECTOR: CRISTINA TERESA ARRANZ 
AÑO: 2014 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
A mis padres 
A Ángeles 
 
 
 
 
 
 
  
Agradecimientos 
C 
 
1 
 
 
Mi inicio en la investigación científica, ha sido de la mano de Ángeles, a ella 
mi más profundo agradecimiento por su voto de confianza. Con sus cálidas palabras 
de aliento y consuelo en momentos difíciles, su generosidad y constante estímulo, 
sin lugar a dudas ha guiado mis pasos en este camino apasionante. Gracias por el 
recorrido juntas, más que nunca quisiera que estés acá. 
A Cristina, gracias por su mirada atenta, su paciencia y sus consejos con los 
que siempre conté. Más aún, infinitas gracias por su valiosa guía al final de este 
recorrido. 
A Analía y a Rosana, por su amistad y por tener siempre una oreja dispuesta 
a escuchar. Un especial agradecimiento a ambas por su colaboración en la 
corrección de esta Tesis. 
A Mariana, Laura, Gonzalo B y Micaela, por los brindis inesperados, por esas 
tardes en el sucucho, por la buena onda, por el ambiente que generaron siempre en 
el laboratorio, y por su infinito apoyo y colaboración en la realización de esta Tesis. 
Este camino no hubiera sido lo mismo sin ustedes. 
A Lu, Gre, Emi, Anita, Manu A, Flor, Vane, Dai, Facu, Nati, Lore, Gon P, Juli, 
Manu P, Gabi, Richard, Grace, y a todos los integrantes de la Cátedra de Fisiología, 
por los incontables mates, por las charlas, por las risas, por cambiar horarios en los 
equipos, por cuidarme las ratas! 
A Hugo, por su inestimable colaboración en el análisis estadístico de los 
datos de la presente Tesis. 
A los Doctores Carlos Hermenegildo Caudevilla y Susana Novella, por abrirme 
sus brazos ni bien llegué a su laboratorio, y especialmente a Carlos B, Xavi, Ana, 
Macarena y Daniel por su inestimable colaboración en la realización de los estudios 
en las células endoteliales, y por esos meses en Valencia que estarán por siempre en 
mi corazón ¡qué fuerte! 
A las Doctoras Susana Llesuy (Cátedra de Química Inorgánica), Mónica 
Galleano y Bárbara Piotrkowski (Cátedra de Fisicoquímica) de la Facultad de 
Farmacia y Bioquímica - UBA, por su colaboración en la determinación del estado 
oxidativo de las muestras de plasma y aorta. Al Doctor Jorge Toblli (Director del 
Laboratorio de Medicina Experimental del Hospital Alemán) y a la Doctora Elsa 
Zotta (Laboratorio de Fisiopatogenia de la Facultad de Medicina - UBA) por su 
colaboración en la determinación de citoquinas. 
A la Universidad de Buenos Aires y al Consejo de Investigaciones Científicas y 
Técnicas, instituciones que me dieron mi formación de grado y posgrado y que 
otorgaron las Becas que posibilitaron la realización de esta Tesis Doctoral. 
A mis amigos y a mi familia, a todos robé un instante de tiempo juntos, 
gracias por comprender, por la paciencia y por seguir estando. 
A Rodo, quien ha tenido que sobrellevar mis incesantes cambios de humor a 
lo largo de este camino. Te amo! 
A mi padre, por alentarme siempre a ser lo mejor que puedo ser, por no 
dudar nunca que puedo alcanzar lo que me proponga, por ser mi papá. 
A mi madre, por darme las bases y principios que rigen hoy mi vida. Te 
extraño más de lo que cualquier palabra pueda expresar...  
A todos, gracias! 
 
 
  
 
 
“In the depth of winter, I finally learned that within me there lay  
an invincible summer” 
Albert Camus 
 
 
  
Índice 
A 
 
1 
 
Resumen   i 
Capítulo 1: INTRODUCCIÓN 1 
1.1. El péptido natriurético tipo C 8 
 Estructura del péptido natriurético tipo C 9 
 Receptores natriuréticos 15 
 Efectos del péptido natriurético tipo C a nivel vascular 18 
1.2. Otros sistemas vasoactivos y su relación con el CNP 26 
    1.2.1. El sistema del óxido nítrico 26 
 Isoformas de la óxido nítrico sintasa 28 
 Regulación de la actividad de la óxido nítrico sintasa 29 
 Efectos moleculares del óxido nítrico 34 
 El óxido nítrico a nivel vascular 35 
 Otros efectos del óxido nítrico 36 
 El óxido nítrico y su relación con el péptido natriurético 
tipo C 
36 
    1.2.2. Los canales de potasio 38 
 Canales de potasio activados por calcio 42 
 Canales de potasio con rectificación interna 45 
 Canales de potasio sensibles a ATP 47 
 Canales de potasio dependientes de voltaje 48 
 El péptido natriurético tipo C y los canales de potasio en el 
músculo liso vascular 
 
48 
    1.2.3. Derivados del ácido araquidónico 49 
 Prostaciclina 52 
 Tromboxano A2 53 
 Efectos vasculares de la prostaciclina y el tromboxano A2 54 
1.3. Regulación de la presión arterial 58 
 Mecanismos vasculares de regulación de la presión 
arterial 
58 
 Hipertensión arterial 60 
 Las ratas espontáneamente hipertensas como modelo de 
hipertensión 
 
61 
Capítulo 2: HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 65 
2.1. Hipótesis 67 
2.2. Objetivos generales 68 
2.3. Objetivos específicos 68 
Capítulo 3: LA CÉLULA ENDOTELIAL 71 
3.1. Materiales 72 
3.2. Métodos 76 
3.3. Resultados 88 
3.4. Resumen de resultados 107 
3.5. Discusión 110 
Capítulo 4: EL TONO VASCULAR 124 
4.1. Materiales 125 
4.2. Métodos 129 
4.3. Resultados en ratas normotensas 136 
4.4. Resultados en ratas hipertensas 154 
4.5. Comparación entre ratas normotensas e hipertensas, y 
resumen de resultados 
171 
4.6. Discusión 178 
Capítulo 5: EL CNP A LARGO PLAZO 189 
5.1. Materiales 190 
5.2. Métodos 197 
5.3. Resultados en ratas normotensas 223 
5.4. Resultados en ratas hipertensas 253 
5.5. Comparación entre ratas normotensas e hipertensas, y 
resumen de resultados 
284 
5.6. Discusión 296 
Capítulo 6: CONCLUSIONES 320 
6.1. Conclusiones y perspectivas 321 
Referencias bibliográficas 326 
Abreviaturas 356 
 
  
Resumen 
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El péptido natriurético tipo C (CNP) está ampliamente distribuido en el 
sistema cardiovascular, principalmente en las células endoteliales. Numerosos 
estudios lo proponen como un importante factor involucrado en la regulación de la 
homeostasis cardiovascular. 
Por otra parte, la hipertensión arterial (HTA) es el principal factor de riesgo 
en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, por estar asociada a 
complicaciones de diversos órganos, y su tratamiento continúa siendo un reto para 
la salud pública mundial. 
 
Objetivos: 
Los objetivos de este trabajo fueron: estudiar los efectos in vitro e in vivo del 
CNP sobre la función vascular. Comprobar si existen alteraciones en los efectos 
inducidos por el péptido, así como en los mecanismos que los median, en la HTA. 
Evaluar el impacto de la administración crónica de CNP sobre la presión arterial (PA) 
y el daño de órgano blanco en esta patología. 
 
Diseño experimental: 
Para cumplir con estos objetivos, se estudiaron los efectos del CNP sobre: 
factores vasoactivos, ciclo celular, viabilidad celular, y angiogénesis, en cultivo de 
células endoteliales humanas de vena de cordón umbilical (HUVEC). 
Además, se evaluó la reactividad de la arteria aorta ante el agregado de CNP, 
y los mecanismos, dependientes e independientes de endotelio, involucrados en 
dicha respuesta, en ratas macho Wistar normotensas de 14 semanas de edad. Para 
analizar posibles diferencias asociadas a la HTA, también se evaluó el efecto 
vasodilatador del CNP en ratas espontáneamente hipertensas (SHR). 
Además, se estudiaron los efectos de la administración, durante 14 días, de 
CNP sobre: PA sistólica, parámetros funcionales renales y cardíacos, reactividad 
vascular, sistema del óxido nítrico (NO), estrés oxidativo vascular y sistémico, 
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morfología vascular y marcadores proinflamatorios en la arteria aorta. Se utilizaron 
ratas macho Wistar, de 12 semanas de edad al inicio del tratamiento. Para analizar 
los efectos del tratamiento crónico con CNP en la HTA y el daño vascular asociado, 
estos estudios también se llevaron a cabo en SHR. 
 
Resultados y conclusiones: 
En las HUVEC, el CNP estimula el sistema del NO y la producción de 
prostaciclina. Además, el CNP estimula el ciclo celular y disminuye la adhesión 
celular, evidenciando su papel sobre procesos celulares asociados a disfunción, 
senescencia y pérdida de la integridad, del endotelio. Por otra parte, el NO media el 
efecto vasodilatador del CNP dependiente de endotelio, en la arteria aorta de las 
ratas Wistar. Dicho efecto se encuentra disminuido en las SHR, observándose una 
menor potencia vasodilatadora del CNP. Además, el péptido también induce la 
relajación del músculo liso vascular a través de la apertura de canales de potasio, en 
ambos grupos de animales. Sin embargo, en las SHR se observa una alteración en el 
grado de participación de los canales de potasio activados por calcio de alta 
conductancia y con rectificación interna. 
Las SHR, también muestran una menor respuesta del sistema del NO frente 
al tratamiento crónico con CNP. Sin embargo, en este grupo de animales el CNP 
disminuye la PA. La mayor respuesta de la arteria aorta a la acetilcolina y la 
disminución del estrés oxidativo que observamos, podrían favorecer el efecto 
antihipertensivo del CNP en las SHR. Además, los efectos del CNP sobre el sistema 
vascular, incluyen la disminución de los marcadores de fibrosis e inflamación, que 
acompañan cambios morfológicos en la arteria de las ratas hipertensas. 
Por lo tanto, este trabajo de Tesis brinda importantes evidencias sobre el 
papel del CNP en la regulación de la PA y de la homeostasis vascular en la HTA, que 
sugieren que potenciar las acciones del péptido, podría resultar beneficioso en el 
tratamiento de esta patología y del daño de órgano blanco asociado. 
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Los vasos sanguíneos son estructuras encargadas de transportar y distribuir 
la sangre, impulsada por el corazón, a través de todo el cuerpo. Los vasos 
sanguíneos se pueden clasificar en arterias, venas y capilares. La arteria aorta da 
origen a todas las arterias sistémicas subdividiéndose en vasos de calibre cada vez 
menor, hasta llegar a los capilares, y luego la sangre retorna hacia el corazón por los 
capilares venosos, las vénulas, las venas y las venas cavas superior e inferior. 
La estructura básica de las arterias comprende tres capas concéntricas: la 
túnica adventicia o externa, la túnica media y la túnica íntima o interna. La lámina 
elástica externa divide la adventicia de la túnica media y la lámina elástica interna 
separa a esta última, de la túnica íntima. 
 
Figura 1.1: Estructura característica de los vasos sanguíneos. 
 
 
 
Figura 1.1: Estructura característica de los distintos vasos. Se muestran las diferentes capas 
que componen cada uno de ellos. Las láminas elásticas interna y externa presentan 
fenestraciones que facilitan que, la inervación del sistema nervioso autónomo y la irrigación 
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mediante el sistema vasa vasorum, alcance la parte interna de la túnica media. Además, se 
observa que los capilares son los vasos de menor calibre compuestos por una capa de células 
endoteliales y una lámina basal.  
 
 
La túnica íntima está constituida por el endotelio, de estructura variable 
según el tipo de vaso, una membrana basal y la lámina elástica interna. Las células 
endoteliales forman una monocapa continua, que tapiza la cara luminal o interna de 
los vasos sanguíneos y se apoyan sobre una membrana basal fibroelástica. Las 
células endoteliales tienen forma elíptica y están orientadas en el sentido del flujo 
sanguíneo. Descripto por primera vez por Malphigi en 1630 como una separación 
física entre la sangre y los tejidos, el endotelio vascular fue considerado durante 
muchos años como una simple barrera o membrana, entre la sangre y los tejidos 
periféricos. 
 
En el siglo XIX, el Profesor de Anatomía y Fisiología de la Universidad de 
Berlín Johannes Müller (1801-1858), introducía el concepto de la pared capilar 
como membrana, afirmando en su tratado de Fisiología (Müller J, 1840) que los 
capilares no son simples surcos excavados en los órganos, sino que tienen paredes 
membranosas y que algunas veces se consigue ver con el microscopio la pared de 
los capilares bajo la forma de una membrana propia. Theodor Schwann (1810-
1882), discípulo del Profesor Müller, vio en la cola de los renacuajos que los vasos 
capilares estaban rodeados de una membrana delgada (Müller J, 1840). Por algunos 
años se mantuvo la idea de que los endotelios eran membranas delgadas uniformes 
sembradas de núcleos, hasta que en 1863, von Recklinghausen (1833-1910) 
demostró la existencia de un cemento intracelular que se podía hacer visible bajo la 
forma de líneas negras, por medio de una solución de nitrato de plata, 
“descubriendo” así a las células endoteliales. 
 
Como menciona Barbado Hernández en su trabajo de revisión, es fascinante 
contemplar cómo el endotelio ha pasado de ser una simple barrera, aunque no 
estanca: una membrana dialítica, intercambiadora de líquidos, o un epitelio 
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pavimentoso simple, a ser considerado nada menos que un órgano. Y además, un 
órgano con funciones vasomotoras, hemostáticas, inmunológicas, entre otras 
(Barbado Hernández FJ, 2011). 
El endotelio tapiza todo el interior del árbol vascular y es el tejido más 
extenso del cuerpo humano. Su peso estimado en 1.500 g es similar al del hígado, y 
recubre una superficie total de 700 m2, la mayoría de lechos capilares, para un 
hombre de 70 kg de peso (Galley HF y Webster NR, 2004). 
Ya en el siglo XX, se sospechó la potencial capacidad secretora de la pared 
vascular, pero no fue hasta el año 1980, en que Furchgott y Zawadzki descubrieron 
la necesidad de la presencia del endotelio para que tuviese lugar el efecto 
vasodilatador de la acetilcolina, en tiras helicoidales de aorta de conejo. 
Demostraron la liberación de una sustancia a la que llamaron “factor de relajación 
derivado del endotelio” (EDRF, de sus siglas en inglés “endothelium-derived relaxing 
factor”) (Furchgott RF y Zawadzki JV, 1980). En el año 1986, Salvador Moncada 
demostraba con sus experimentos que el EDRF era el óxido nítrico (Palmer RMJ y 
col, 1986), un potente factor vasodilatador sintetizado por las células endoteliales, 
que contribuye a la relajación local del tono vascular. En el laboratorio de Ignarro, 
se llegó de forma simultánea e independiente a la misma conclusión (Ignarro LJ y 
col, 1987). El Premio Nobel fue otorgado en 1988 a Furchgott, Ignarro y Murrad, y 
de forma sorprendente, Salvador Moncada, fue excluido del dicho Premio. 
Actualmente, es ampliamente aceptado que el endotelio no es una simple 
barrera que separa la sangre de la pared vascular, si no que participa de numerosas 
funciones del sistema cardiovascular como el mantenimiento del tono vascular, y 
por lo tanto de la presión arterial, mediante la liberación de numerosas sustancias 
con efectos vasodilatadores como el óxido nítrico y la prostaciclina (Gryglewski RJ y 
col, 2002; Ahluwalia A y Hobbs AJ, 2005) o con efectos vasoconstrictores como la 
endotelina y el tromboxano A2, en respuesta a numerosos y diferentes estímulos 
(Spieker LE y col, 2001; Ding X y Murray PA, 2005; Honoré JC y col, 2005). 
 
Por otra parte, la túnica media está compuesta por el músculo liso vascular 
(MLV), las fibras de elastina y las fibras de colágeno (Figura 1.2), que en la arteria 
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aorta forman una unidad funcional, llamada unidad lamelar (Dingemans KP y col, 
2000). 
 
Figura 1.2: Representación simplificada de la composición y estructura de la 
túnica media arterial. 
 
 
 
Figura 1.2: CML: célula muscular lisa; LE: lámina elástica con fenestraciones; colágeno: fibras 
delgadas de colágeno asociadas a la LE; Ox: fibras de oxitalan conteniendo fibrilina, 
fibronectina y colágeno tipo VI. Las células musculares se encuentran asociadas a la LE 
mediante delgadas fibras de elastina o mediante fibras Ox, y se encuentran recubiertas casi 
totalmente por una delgada capa de fibronectina con depósitos de colágeno tipo IV y heparán 
sulfato (D). Adaptado de Dingemans KP y col, 2000. 
 
 
El MLV es el responsable de la contractilidad de las paredes de los vasos 
sanguíneos, y se distribuye en forma radial y longitudinal. De acuerdo con la 
proporción de los componentes en la capa media, las arterias pueden clasificarse en 
elásticas o musculares. En las arterias elásticas, como la aorta, las fibras de la matriz 
en forma de láminas elásticas y haces de colágeno bien definidos, son abundantes y 
se destacan en la túnica media. Las arterias musculares en cambio, contienen 
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menor proporción de fibras de tejido conectivo que las arterias elásticas y el MLV es 
el componente principal (Clark JM y Glagov S, 1985). 
Además, la túnica media está inervada por el sistema nervioso autónomo y 
posee un sistema de irrigación denominado vasa vasorum que se origina en la capa 
adventicia de los grandes vasos, formando una red que aporta oxígeno y nutrientes 
a las capas más externas de la pared vascular (Mulligan-Kehoe MJ, 2010). 
Numerosos agentes vasoactivos pueden modular el estado contráctil del 
MLV, como la acetilcolina, la angiotensina II (ANG II), la noradrenalina o la 
endotelina-1, entre otros (Vapaatalo H y Mervaala E, 2001; Berridge MJ, 2008). La 
contracción del MLV es iniciada por el aumento pulsátil y periódico de la 
concentración de calcio intracelular, que puede provenir del medio extracelular o 
del retículo sarcoplásmico (Berridge MJ, 2008). El ión Ca2+, ya en el citoplasma se 
une a la proteína calmodulina (CaM) y este complejo se une y activa a la kinasa de la 
cadena delgada de la miosina (MLCK). La enzima activada, cataliza la fosforilación de 
la cadena delgada reguladora de la miosina. Este es el interruptor que da inicio a la 
formación de puentes cruzados entre la actina y la miosina, lo que genera el 
acortamiento y la fuerza, en las células musculares (Head RJ, 1989; Berridge MJ, 
2008).  
 
Por último, la túnica adventicia está formada principalmente por tejido 
conectivo (fibras elásticas y fibras de colágeno), fibroblastos, el sistema de irrigación 
vasa vasorum y estructuras nerviosas, que participan en la regulación del tono 
vascular y la nutrición de la pared arterial. Estudios recientes han demostrado que 
la adventicia tiene un papel importante en los procesos inflamatorios, en la 
reparación de la pared vascular y se ha identificado la presencia de células 
progenitoras de células musculares lisas (Maiellaro K y Taylor WR, 2007; Corselli M y 
col, 2012). 
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1.1. EL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C 
 
Curiosamente, casi en simultáneo con el descubrimiento del papel del 
endotelio en la relajación del MLV, en la década de los ’80, de Bold y colaboradores 
demostraron por primera vez la función endócrina del corazón, al inyectar in vivo 
extractos de aurícula en ratas, en las cuales observaron un incremento significativo 
de la diuresis y de la natriuresis, acompañado de hipotensión y de aumento del 
hematocrito (de Bold AJ y col, 1981). Posteriormente, en extractos de aurícula de 
rata se aisló, purificó y secuenció un factor, al que inicialmente denominaron factor 
natriurético atrial y luego péptido natriurético atrial (ANP) (Flynn TG y col, 1983). En 
los años siguientes, otros miembros de esta familia de péptidos natriuréticos (PNs) 
fueron identificados: el ANP humano (Kangawa K y col, 1984), el péptido 
natriurético cerebral o péptido natriurético tipo B (BNP) (Maekawa K y col, 1988) y 
el péptido natriurético tipo C (CNP) que fue identificado originalmente en el año 
1990 en el sistema nervioso central (Sudoh T y col, 1990). 
 
Los péptidos ANP y BNP han sido ampliamente estudiados desde su 
descubrimiento, principalmente por sus propiedades diagnósticas. Los niveles 
plasmáticos de ANP en adultos sanos son de aproximadamente 10 pmol/L y se 
elevan entre 10 a 30 veces en pacientes con insuficiencia cardíaca congestiva (Cody 
RJ y col, 1986; Mukoyama M y col, 1991). Las concentraciones de BNP son de 
aproximadamente 1 pmol/L, un décimo de los valores plasmáticos de ANP, pero en 
individuos con insuficiencia cardíaca congestiva se eleva entre 200 y 300 veces. Este 
rango tan amplio de concentraciones plasmáticas, entre un individuo sano y uno 
enfermo, hace que el BNP sea útil como indicador de estrés cardíaco (Mukoyama M 
y col, 1991). 
 
Sin embargo, a diferencia de estos péptidos, las concentraciones plasmáticas 
de CNP son inferiores a 1 pmol/L en adultos sanos (Stingo AJ y col, 1992). El pro-
CNP, precursor del CNP, se encuentra en el plasma en concentraciones mayores 
(Schouten BJ y col, 2011). El aumento de las concentraciones de CNP en diferentes 
situaciones fisiopatológicas es discreto (Kalra PR y col, 2003; Charles CJ y col, 2006). 
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Sin embargo, Wright y colaboradores han encontrado una correlación entre los 
niveles plasmáticos de CNP y BNP, en un estudio realizado en pacientes 
sintomáticos con insuficiencia cardíaca congestiva (Wright SP y col, 2004). También 
se ha descripto una correlación entre los niveles de CNP y el aumento de la presión 
arterial, el volumen de fin de sístole del ventrículo izquierdo y la presión media de la 
arteria pulmonar (Palmer SC y col, 2009). 
 
En consecuencia, el péptido CNP ha tomado relevancia por sus acciones, 
entre las que se destacan sus efectos vasorrelajante, antioxidante, e inhibidor de 
procesos proliferativos e inflamatorios (Kiemer AK y col, 2002a; Chauhan SD y col, 
2003; Kalra PR y col, 2003; Itoh T y col, 2004; Garcha RS y Hughes AD, 2006; 
Khambata RS y col, 2011). Sin embargo, la mayoría de los mecanismos a través de 
los cuales este péptido ejerce sus efectos, así como sus acciones específicas sobre el 
sistema vascular, aún no están completamente dilucidadas. 
 
 
Estructura del péptido natriurético tipo C 
 
Todos los PNs poseen una estructura de anillo formada por 17 aminoácidos 
unidos por un puente disulfuro. Esta estructura es crítica para su unión con los 
receptores natriuréticos y se encuentra altamente conservada entre los distintos 
PNs, siendo la estructura anular del CNP, también la más conservada entre especies 
(Potter LR y col, 2006; Potter LR, 2011) (Figura 1.3). 
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Figura 1.3: Comparación de la secuencia de aminoácidos de la estructura del 
CNP entre distintas especies. 
 
 
 
Figura 1.3: Se observa que la secuencia de 17 aminoácidos unidos mediante un puente 
disulfuro se encuentra altamente conservada entre las distintas especies. Los residuos 
conservados respecto del CNP humano se muestran en letras negras. Adaptado de Ahluwalia 
A y Hobbs A, 2005. 
 
 
El CNP se expresa marcadamente en el cerebro pero también en las células 
del endotelio y del músculo liso vascular, entre otros tejidos (Komatsu Y y col, 1991; 
Suga S y col, 1992). Los valores basales en circulación son extremadamente bajos. 
De este modo, sus acciones son relevantes a nivel paracrino y/o autocrino (Pandey 
KN, 2008). 
 
Al igual que los otros PNs, el CNP es sintetizado como pre-pro-hormona. En 
el hombre, el gen que codifica para el pre-pro-CNP, NPPC, se encuentra en el 
cromosoma 2 localizado en 2q24-qter (Ogawa Y y col, 1994). El gen NPPC contiene 3 
Puente disulfuro
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exones, el exón 1 codifica para un péptido señal de 23 aminoácidos, que se obtiene 
luego del clivaje del pre-pro-CNP y los primeros 7 aminoácidos del pro-CNP. El exón 
2 codifica el resto de la secuencia de aminoácidos del pro-CNP y el exón 3 codifica 
para una región 3’ no transcripta (Nishikimi T y col, 2011). El pre-pro-CNP humano 
es un polipéptido de 126 aminoácidos, que al ser clivado en su extremo amino 
terminal da origen al pro-CNP, polipéptido de 103 aminoácidos. A través de una 
serina-endoproteasa intracelular, denominada furina, en el sistema de Golgi el pro-
CNP es clivado para formar un péptido biológicamente activo de 53 aminoácidos 
(CNP-53) (Wu C y col, 2003). 
 
El CNP-53 resulta la forma mayoritaria a nivel de los tejidos (Brown J y col, 
1997), sin embargo a nivel de la circulación sistémica la forma que predomina es un 
péptido más corto de 22 aminoácidos, CNP-22 o CNP. El pro-CNP podría ser clivado 
en forma directa a CNP mediante las enzimas PC2 y/o PC1/3 (Jiang J y col, 2010), 
(Figura 1.4). 
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Figura 1.4: Procesamiento proteolítico y estructura de los péptidos 
natriuréticos atrial, tipo B y tipo C en humanos. 
 
 
 
Figura 1.4: Los aminoácidos que aparecen coloreados en gris, corresponden a las posiciones 
conservadas entre los distintos PNs. El CNP, compuesto por 22 aminoácidos, tiene alta 
homología estructural con los otros péptidos, sin embargo es el único cuyo anillo de 17 
aminoácidos carece de la porción carboxi-terminal. La forma CNP-53, que contiene una 
porción amino-terminal compuesta por 31 aminoácidos también ha sido identificada en 
humanos. Adaptado de Potter LR y col, 2006. 
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A diferencia de los otros PNs, el CNP no se almacena en gránulos y su 
secreción es estimulada por factores de crecimiento y fuerzas de rozamiento (Suga 
S y col, 1992; Suga S y col, 1993; Chun TH y col, 1997). 
El CNP, al igual que los otros PNs, es depurado del plasma mediante 3 
procesos (Potter LR, 2011), que incluyen su excreción en la orina y en la bilis, y los 
siguientes mecanismos de degradación: 
 
- Por internalización mediada por el receptor natriurético tipo C (NPR-C) y 
posterior degradación lisosomal (Brandt RR y col, 1995; Palmer SC y col, 
2009); 
- Por degradación enzimática mediada por la endopeptidasa neutra (NEP) 
24.11 también conocida como neprilisina, enzima zinc-dependiente presente 
en el plasma y en la membrana plasmática de las células endoteliales (Smith 
MW y col, 2000). Posteriormente, una vez en el interior celular, la enzima 
que degrada insulina (IDE), otra metalo-proteasa dependiente de zinc, 
puede continuar el clivaje del péptido (Muller D y col, 1992; Ralat LA y col, 
2011). 
 
Mediante estos mecanismos, la vida media del CNP-22 resulta ser de 
aproximadamente 2,6 minutos en el plasma (Hunt PJ y col, 1994).  
 
En la Figura 1.5 se pueden observar los mecanismos involucrados en la 
degradación enzimática del CNP, y los sitios de clivaje inicial del péptido. 
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Figura 1.5: Mecanismos intracelulares y extracelulares de degradación de los 
péptidos natriuréticos. 
 
 
 
Figura 1.5: Panel A: Mecanismos de degradación de los PNs. En la parte superior se indica la 
preferencia de unión al sustrato. El receptor natriurético NPR-C internaliza los tres péptidos 
para su posterior degradación mediante proteasas intracelulares. La enzima NEP inicialmente 
cliva la unión Cys7-Phe8, perdiéndose la estructura de anillo. Además, NEP puede clivar el 
CNP en múltiples sitios como Cys6-Phe7, Gly8-Leu9, Lys10-Leu11, Arg13-Ile14, Ser16-Met17, 
y Gly19-Leu20. La enzima IDE, presente en el citoplasma y en la membrana, puede clivar al 
CNP en Ser3-Lys4 y Phe12-Arg13. Panel B: Sitios de clivaje inicial mediado por NEP (flecha 
roja) e IDE (flechas azules) para el CNP. Adaptado de Potter LR, 2011. 
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Receptores natriuréticos 
 
En mamíferos se han caracterizado tres tipos de receptores de membrana 
específicos para los PNs: NPR-A, NPR-B (Garbers DL, 1991; Garbers DL y Lowe DG, 
1994) y NPR-C (Maack T y col, 1987; He XL y col, 2001) (Figura 1.6). 
Los receptores NPR-A y NPR-B son dos receptores transmembrana con 
actividad guanilil ciclasa (GC) identificados en humanos (Potter LR, 2005). Por esto 
también se los denomina GC-A y GC-B o NPR1 y NPR2 respectivamente (Ahluwalia A 
y col, 2004a; D’Souza SP y col, 2004). El NPR-C, o NPR3, ha sido propuesto 
inicialmente como un receptor de depuración o clearance y remueve los PNs de la 
circulación mediante su internalización (Maack T, 1993). Actualmente se ha 
demostrado que la interacción de los PNs con este receptor, puede desencadenar 
también vías intracelulares de señalización (Anand-Srivastava MB, 2005; Murty KS y 
col, 2000; Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 2010). 
Los receptores natriuréticos con actividad GC tienen una estructura similar a 
la de los receptores de factores de crecimiento, que consiste en un dominio 
extracelular de unión al ligando de aproximadamente 450 aminoácidos, un sector 
transmembrana hidrofóbico de 20 a 25 residuos, y un dominio intracelular de 
aproximadamente 570 aminoácidos. En el extremo C-terminal del dominio 
intracelular, se encuentra el dominio de aproximadamente 250 aminoácidos con 
actividad catalítica GC (Potter LR, 2005; 2006). 
La proporción entre los 3 tipos de receptores varía de tejido a tejido en la 
misma especie, y es variable incluso en el mismo tejido entre especies diferentes. El 
CNP posee la selectividad más alta para el receptor NPR-B y la más baja para el 
receptor NPR-A (Pandey KN, 2005). 
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Figura 1.6: Receptores natriuréticos NPR-A, NPR-B y NPR-C y afinidad por el 
péptido natriurético tipo C. 
 
 
 
Figura 1.6: Los receptores NPR-A y B presentan un dominio extracelular de unión al ligando, 
una región hidrofóbica simple transmembrana, un dominio intracelular con homología kinasa 
y un dominio de dimerización. El receptor NPR-C posee un 30 % de homología con la porción 
extracelular de los receptores NPR-A y B, sin embargo su dominio intracelular sólo contiene 
37 aminoácidos. La línea naranja en el receptor NPR-C representa un puente disulfuro 
intermolecular. Adaptado de Potter LR y col, 2006. 
 
 
- Receptor natriurético NPR-A 
 
El receptor NPR-A de rata y de humano se expresa en numerosos tejidos, 
entre ellos el riñón, las glándulas adrenales, el ileum terminal, los adipocitos, la 
arteria aorta y el tejido pulmonar (Lowe DG y col, 1989; Schulz S y col, 1989; Nagase 
M y col, 1997). También está presente en diferentes zonas del cerebro (Herman JP y 
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col, 1996), en las aurículas y en los ventrículos cardíacos y en la vasculatura 
periférica (Lin X y col, 1995; Beltowski J y Wojcicka G, 2002). 
Suga y colaboradores demostraron que, la producción de cGMP mediada por 
la interacción de los péptidos con el NPR-A, era ANP ≥ BNP >> CNP (Suga S y col, 
1992). 
 
 
- Receptor natriurético NPR-B 
 
El NPR-B se expresa en diferentes tejidos, entre ellos el pulmón, el cerebro, 
las glándulas adrenales, el riñón, el útero, los ovarios, etc. (Schulz S y col, 1989; 
Nagase M y col, 1997). También se expresa en las aurículas y en los ventrículos 
cardíacos, así como en la arteria aorta y en la vasculatura periférica (Lin X y col, 
1995; Beltowski J y Wojcicka G, 2002). 
Estructuralmente es similar al NPR-A (Langenickel T y col, 2004). La afinidad 
de los PNs para la activación de este receptor es CNP  ANP  BNP (Suga S y col, 
1992). 
 
 
- Receptor natriurético NPR-C 
 
El NPR-C es el receptor más abundante y se encuentra ampliamente 
distribuido en los distintos tejidos (Maack T, 1992). Se expresa en los ventrículos y 
aurículas cardíacas, en el mesenterio, en la placenta, en el pulmón, en el riñón, en el 
músculo liso y en el endotelio de los vasos, en las glándulas adrenales, en la corteza 
cerebral y en el cerebelo (Nagase M y col, 1997a, 1997b; Anand-Srivastava MB, 
2005). 
El dominio extracelular del NPR-C tiene una similitud del 30 % con el NPR-A y 
el NPR-B (van den Akker F, 2001). Por el contrario, el dominio intracelular posee 
sólo 37 aminoácidos, y carece de actividad GC (Fuller F y col, 1988).  
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La afinidad de los PNs por el NPR-C es ANP  CNP  BNP tanto en los 
humanos como en la rata (Bennett BD y col, 1991; Suga S y col, 1992; He XL y col, 
2006). 
Si bien el NPR-C tiene como función común para todos los PNs, la 
depuración de la circulación o del medio extracelular por internalización mediada 
por el receptor y posterior degradación (Jaubert J y col, 1999; Matsukawa N y col, 
1999) (Figura 1.5), se han demostrado funciones de señalización para el NPR-C 
mediados por la activación de proteína G inhibitoria (Gi) y posterior inhibición de la 
actividad de la adenilil ciclasa (AC) y/o hidrólisis de fosfoinosítidos mediados por 
fosfolipasa C (PLC) (Anand-Srivastava MB y col, 1996; Murthy KS y col, 2000; Pagano 
M y Anand-Srivastava MB, 2001). En estudios previos in vitro realizados en nuestro 
laboratorio, demostramos que el receptor NPR-C media las acciones de los péptidos 
CNP y ANP luego de la activación de la proteína Gi, en la arteria aorta y corazón 
(Costa MA y col, 2006, 2007; Caniffi C y col, 2010). 
 
 
Efectos del péptido natriurético tipo C a nivel vascular 
 
- El tono vascular 
 
El CNP se encuentra ampliamente distribuido en el sistema cardiovascular, 
principalmente en las células endoteliales (Stingo AJ y col, 1992; Chen HH y col, 
1998; D’Souza SP y col, 2004; Kelsall CJ y col, 2006), situación que lo coloca 
estratégicamente formando parte de los mecanismos involucrados en la regulación 
del tono vascular. 
 
Existen evidencias que muestran que las acciones vasculares del CNP están 
mediadas por la activación de los receptores natriuréticos NPR-B y NPR-C, los cuales 
se expresan en arteria aorta y vasos periféricos (Pandey KN y col, 2005; Potter LR y 
col, 2006; Andrade FA y col, 2014).  
El CNP tiene mayor afinidad por el receptor NPR-B, con actividad GC, y su 
activación induce la síntesis de cGMP, el cual media las respuestas a nivel celular 
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(Potter LR y col, 2006). El CNP también se une al receptor NPR-C, inicialmente 
identificado como un receptor de clearance. La unión del CNP a este receptor, es 
responsable de algunos de los efectos biológicos del péptido sobre el tono vascular. 
En vasos de resistencia a nivel coronario y mesentérico, el CNP actúa como factor 
hiperpolarizante derivado del endotelio, induciendo la relajación del MLV a través 
de su interacción con el receptor NPR-C y posterior activación de canales de potasio 
(Chauhan SD y col, 2003; Hobbs A y col, 2004). Por otra parte, en el MLV de arterias 
de resistencia subcutáneas, el efecto vasodilatador del CNP está mediado por la 
activación del receptor NPR-B (Garcha RS y Hughes AD, 2006) y también en las 
células endoteliales, se observó que el CNP hiperpolariza la membrana plasmática a 
través de la activación de este receptor, y el aumento de cGMP y de las corrientes 
de potasio (Simon A y col, 2009).  
 
En estudios previos, realizados en nuestro laboratorio, demostramos que la 
administración aguda de CNP en ratas, disminuye la presión arterial media y este 
efecto se encuentra mediado por el aumento en la actividad del sistema del óxido 
nítrico (NO) en la arteria aorta, así como también en el ventrículo izquierdo y en la 
aurícula derecha cardíacos (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 2010). 
Además, recientemente se mostró que el aumento de la concentración del 
ión Ca2+ en las células endoteliales, media el efecto vasodilatador del CNP sobre el 
MLV en la arteria aorta, estimulando al sistema del NO endotelial (Andrade FA y col, 
2014). 
 
 
- Remodelado vascular 
 
La composición de la pared vascular, principalmente la proporción de fibras 
de colágeno y elastina presente en la matriz extracelular, determina las propiedades 
mecánicas de los vasos (Wagenseil JE y Mecham RP, 2009). El término remodelado 
vascular hace referencia a alteraciones en esta proporción y/o en las células que 
forman parte de la pared, en respuesta a cambios en factores mecánicos, 
humorales y/o nerviosos, a los cuales el vaso se encuentra sometido, como el 
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aumento de la resistencia vascular periférica (Renna NF y col, 2013). El remodelado 
vascular es un proceso activo que involucra cambios en, al menos, cuatro procesos 
celulares: la proliferación celular, la muerte celular, la migración celular y la síntesis 
y/o degradación de la matriz extracelular. 
 
El CNP parece tener un doble papel en la proliferación de las células de la 
vasculatura. En células endoteliales obtenidas de la microvasculatura pulmonar, se 
ha demostrado que el CNP es capaz de estimular la proliferación y este efecto se 
encuentra mediado por la activación del receptor NPR-C y la posterior fosforilación 
de la kinasa regulada por señales extracelulares (ERK) 1/2 (Khambata RS y col, 
2011). Sin embargo, en las células de músculo liso obtenidas de arteria aorta, el CNP 
inhibe la proliferación, por un mecanismo que también involucra la activación del 
receptor NPR-C y la fosforilación de ERK 1/2 (Khambata RS y col, 2011). Otros 
autores también demostraron la participación del receptor NPR-C en el efecto 
antiproliferativo del CNP sobre las células del MLV (Furuya M y col, 1991), por 
disminución de la expresión de proteínas involucradas en el avance de las distintas 
fases del ciclo celular, y la inhibición de la cascada de señalización que involucra a la 
kinasa activada por mitógenos (MAPK) y la vía PI3K/Akt (Ahluwalia A y Hobbs AJ, 
2005; El Andalousi J y col, 2013). 
 
En cuanto a la muerte celular, la apoptosis o muerte celular programada es 
un proceso activo que permite eliminar células mutadas o dañadas y regular el 
número de células de un órgano o tejido (Wyllie AH, 1997). 
Este mecanismo de muerte celular programada, involucra una serie de 
cambios del citoesqueleto, la membrana, el núcleo y el citoplasma, que culminan en 
la condensación y la fragmentación de la célula en cuerpos apoptóticos (Kerr JFR y 
col, 1972). A diferencia del proceso de necrosis inducido por daños osmóticos, 
físicos o químicos, las células en las que se ha producido el proceso apoptótico son 
reconocidas y eliminadas por fagocitos, evitándose la liberación de sus contenidos 
tóxicos, que dañarían a las células vecinas y provocarían una respuesta inflamatoria. 
Dado que la duración de este proceso de muerte celular es corto (entre 6 y 24 
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horas), sólo un pequeño número de células apoptóticas se encuentran presentes en 
un determinado momento.  
La apoptosis celular es un importante proceso involucrado en el remodelado 
vascular ya que, pequeños aumentos en el número de células apoptóticas de un 
tejido sin cambios compensatorios en los procesos de mitosis, pueden resultar en la 
pérdida de un gran número de células (Kerr JFR y col, 1972, Saraste A y Pulkki K, 
2000). En condiciones fisiológicas, las células de la pared vascular tienen una tasa de 
recambio baja, pero en distintas patologías se ha observado que el recambio se 
encuentra aumentado, incluidas las lesiones vasculares como restenosis y 
aterosclerosis (Isner JM y col, 1995). 
En células endoteliales de aorta de ratas Wistar, se observó un aumento de 
la apoptosis basal luego de 4 horas de incubación con CNP por un mecanismo 
dependiente de cGMP (Suenobu N y col, 1999). Sin embargo, otros estudios han 
demostrado que el CNP protege del daño apoptótico inducido por diversos factores 
(Ma J y col, 2010), inclusive en células endoteliales de lecho vascular pulmonar (Itoh 
T y col, 2004). 
 
Por otra parte, los fibroblastos y las células musculares presentes en los 
vasos, tienen la capacidad de sintetizar los componentes de la matriz extracelular 
ante diversos estímulos, como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), 
el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) y el factor de necrosis tumoral 
alfa (TNF-α) (Ruiz-Ortega M y col, 2007). Estas citoquinas, entre otras, se conocen 
como profibróticas o antifibróticas, según aumenten o disminuyan los depósitos de 
la matriz extracelular, respectivamente. 
El TGF-β1, presente en el endotelio, el MLV, los fibroblastos, los macrófagos 
y otras células hematopoyéticas (Ruiz-Ortega M y col, 2007), ejerce efectos 
pleiotrópicos en las células del sistema cardiovascular, ya que puede modular de 
forma positiva o negativa distintos sistemas que participan en los procesos celulares 
involucrados en el remodelado vascular (Figura 1.7). En cultivos de células de MLV, 
bajas concentraciones de esta citoquina (<0,1 ng/ml) promueven el crecimiento 
celular, mientras que a mayores concentraciones, lo inhiben (Berk BC, 2001). El TGF-
β1 cumple sus funciones actuando principalmente a través de la vía de las proteínas 
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citoplasmáticas Smad, que traslocan al núcleo celular y actúan como factores de 
transcripción (Ikedo H y col, 2003), aumentando expresión de fibronectina, 
colágeno tipo I y CTGF, y los depósitos de matriz extracelular (Ruiz-Ortega M y col, 
2007). Sin embargo, la activación de las proteínas Smad también puede ocurrir de 
forma independiente al TGF-β1 (Rodríguez-Vita J y col, 2005). 
 
Figura 1.7: Efectos del factor de crecimiento transformante-β sobre procesos 
celulares involucrados en el remodelado vascular. 
 
 
 
Figura 1.7: El factor de crecimiento transformante β (TGF-β) modula de forma positiva o 
negativa los procesos celulares, que pueden promover el desarrollo y/o mantenimiento de 
diversas patologías. Por ejemplo, mientras que las propiedades antiinflamatorias del TGF-β 
resultan beneficiosas, los efectos profibróticos de esta citoquina contribuyen al remodelado 
vascular. Adaptado de Ruiz-Ortega M y col, 2007. 
 
 
Existen estudios que muestran que, ante un aumento de los depósitos de 
matriz extracelular o un aumento en los niveles de citoquinas profibróticas, la 
expresión de CNP aumenta (Mendonça MC y col, 2010; Hu P y col, 2013). Además, 
se ha propuesto que el CNP suprime, en células endoteliales, la expresión del 
inhibidor del activador de plasminógeno-1 (PAI-1), otro de los factores involucrados 
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en los efectos profibróticos del TGF-β (Pawłowska Z y col, 2002) y también previene 
el remodelado vascular mediante un mecanismo dependiente de NO (Qian JY y col, 
2002). Sin embargo, no existe evidencia de los efectos a largo plazo del CNP sobre 
estos factores profibróticos en la vasculatura. 
 
Por otra parte, en estudios in vivo, también se ha observado que el CNP 
inhibe el remodelado vascular. Morishige y colaboradores mostraron que la 
transfección local de CNP mediada por adenovirus, resulta en una reducción de la 
estenosis de las arterias coronarias sometidas a injuria (Morishige K y col, 2000). La 
activación de la cascada del cGMP, que modula la expresión de genes que regulan el 
ciclo celular, incluidos p21CIP1/WAF1 y p16INK4a, inhibe de forma selectiva la 
proliferación en la fase G1 (Doi K y col, 2001). 
Pero además, el CNP modifica el fenotipo de las células del MLV, desde un 
fenotipo secretor a uno contráctil. Y esta rediferenciación del MLV se acompaña de 
un aumento de la reendotelización in vivo (Doi K y col, 2001), pudiendo tener 
entonces el CNP la capacidad de recuperar la integridad de la pared vascular 
sometida a injuria. 
 
 
- Inflamación 
 
La inflamación resulta un factor central en las alteraciones de los procesos 
celulares previamente descriptos, así como también la agregación plaquetaria, el 
infiltrado celular y la secreción de muchos otros factores de crecimiento, que 
pueden modificar la estructura y la función de los vasos (Simon DI, 2012). 
Ante la injuria vascular, se observa una respuesta inflamatoria local, que 
resulta en la liberación de factores mitogénicos y quimioatractantes, con disfunción 
de las células endoteliales y activación y aumento de adhesión de leucocitos y 
plaquetas.  
La liberación de mediadores autocrinos y paracrinos, como el TNF-α y la 
interleuquina (IL) -1β, puede promover el desarrollo de procesos inflamatorios a 
nivel vascular mediante el incremento en la expresión de moléculas de adhesión, la 
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reducción de las concentraciones de especies antioxidantes, la activación del factor 
de transcripción nuclear κB (NF-κB) y el aumento de la permeabilidad de las 
membranas en el tejido vascular (Figura 1.8). 
 
Figura 1.8: Expresión de moléculas de adhesión en la célula endotelial. Eventos 
de señalización intracelular inducidos por IL-1 y TNF. 
 
 
 
Figura 1.8: La interleuquina-1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF) se unen a sus 
receptores de membrana y desencadenan señales intracelulares que involucran la activación 
de una serie de proteínas que traslocan al núcleo e inducen la síntesis y expresión en 
membrana de moléculas de adhesión, como selectinas, ICAM-1 (molécula de adhesión 
intracelular-1) y VCAM-1 (molécula de adhesión vascular-1), y la liberación de productos de 
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degradación del ácido araquidónico a través de la enzima cicliooxigenasa-2 (COX-2). Adaptado 
de Pober JS y Sessa WC, 2007. 
 
 
Por otra parte, el aumento de las especies reactivas del oxígeno (ROS), 
inducida por TNF-α, también promueve la expresión de los genes c-fos y c-jun, 
cuyos productos proteicos conforman el factor de transcripción AP-1. En las células 
endoteliales, AP-1 induciría la expresión de moléculas de adhesión y promovería 
además, la activación de procesos apoptóticos en estas células (Prasad AS, 2004; 
Henning B y col, 1996). 
La disminución de los niveles de NO y prostaciclina (PGI2) que se observa en 
la disfunción endotelial, exacerban estos efectos debido a que ambos factores 
comúnmente poseen acciones antiinflamatorias, previniendo la activación de 
leucocitos y plaquetas e inhibiendo la proliferación del MLV (Gryglewski RJ y col, 
2002; Ahluwalia A y Hobbs AJ, 2005). 
 
El TNF-α, la IL-1β y el lipopolisacárido, estimulan la liberación de CNP en las 
células endoteliales, y los niveles plasmáticos de CNP se encuentran aumentados en 
pacientes con sepsis (Suga S y col, 1993; Hama N y col, 1994). Estas observaciones 
indican que la regulación de la actividad biológica del CNP es probable que tenga 
una profunda influencia en el desarrollo de una respuesta inflamatoria. 
Además, el CNP inhibe la producción de metabolitos proinflamatorios del 
ácido araquidónico (Kiemer AK y col, 2002a) y posee un efecto negativo directo 
sobre el reclutamiento de células inmunes a través de la activación del receptor 
NPR-C y sobre la adhesión y la agregación plaquetaria, a través de la disminución de 
proteínas de adhesión celular (Qian JY y col, 2002; Ahluwalia A y col, 2004b; Itoh T y 
col, 2004). En las plaquetas, el receptor NPR-C es el único receptor natriurético que 
se expresa de forma abundante, por lo que éste sería el responsable de inhibir la 
agregación inducida por trombina (Blaise V y col, 1994; Ahluwalia A y col, 2004b). 
Resulta interesante que la concentración de este receptor en la membrana de las 
plaquetas, disminuye con la edad y con el aumento de la presión arterial (Anand-
Srivastava MB, 1997).  
 C
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1.2. OTROS SISTEMAS VASOACTIVOS Y SU RELACIÓN CON EL CNP 
 
1.2.1. EL SISTEMA DEL ÓXIDO NÍTRICO 
 
El NO es un gas lipofílico e hidrosoluble, altamente difusible y reactivo, que 
se forma a partir del aminoácido L-arginina mediante una reacción catalizada por la 
enzima óxido nítrico sintasa (NOS). Tres isoformas de la NOS, endotelial (eNOS o 
NOS-III), neuronal (nNOS o NOS-I) e inducible (iNOS o NOS-II), han sido identificadas 
en el sistema cardiovascular (Vaziri ND y col, 1998; Piech A y col, 2003; Cheng PY y 
col, 2004). Las tres isoformas se expresan en numerosos tejidos, incluido el 
endotelio, el músculo liso vascular y el corazón (Förstermann U y Sessa WC, 2012; 
Ortiz PA y Garvin JL, 2003). Ha sido descripta una NOS mitocondrial en muchos 
tejidos, que sería una variante de la nNOS que ha sufrido fosforilación y miristilación 
en su extremo C-terminal (Elfering SL y col, 2002). 
 
Estructuralmente, la NOS presenta dos subunidades idénticas y son 
catalíticamente activas sólo en forma dimérica (Figura 1.9). Cada subunidad de la 
NOS tiene dos dominios catalíticos: el dominio C-terminal reductasa con los sitios de 
unión para el nicotinamida dinucleótido fosfato reducido (NADPH), el flavina 
mononucleótido (FMN) y la flavina adenina dinucleótido (FAD), y el dominio N-
terminal oxigenasa con los sitos de unión para el grupo hemo, la (6R-)5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BH4), el oxígeno y la L-arginina. Todas las isoformas contienen 
zinc formando parte de su estructura. Ambos dominios están ligados mediante el 
sitio de reconocimiento para la CaM. Los monómeros de la NOS son capaces de 
transferir electrones desde el NADPH hacia el FAD y el FMN y poseen una capacidad 
limitada de reducir el oxígeno molecular a anión superóxido (O2
•-). Tanto las 
subunidades como los dominios reductasa per se pueden unir CaM, incrementando 
la transferencia de electrones en el dominio reductasa. Los monómeros de la NOS, 
de forma independiente, no pueden unir el cofactor BH4 o el sustrato L-arginina, y 
no pueden catalizar la síntesis de NO (Förstermann U y Sessa WC, 2012). En 
presencia de un grupo hemo, los monómeros forman el dímero funcional de la NOS 
y su presencia es esencial para la transferencia de electrones. Durante la reacción 
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de formación de NO existe un transporte de electrones mediado por flavinas desde 
el NADPH en el dominio C-terminal al grupo hemo del extremo N-terminal, donde el 
oxígeno es reducido e incorporado al grupo guanidina de la L-arginina, dando lugar 
a la generación de NO y de L-citrulina como subproducto (Alderton WK y col, 2001).   
 
Figura 1.9: Estructura de la enzima óxido nítrico sintasa y cofactores 
necesarios para la síntesis de óxido nítrico. 
 
 
 
Figura 1.9: Panel A: Monómeros de la enzima NOS. Panel B: Dímero funcional de la NOS. 
NADPH: nicotinamida dinucleótido fosfato reducido; NADP+: nicotinamida dinucleótido 
fosfato oxidado; FMN: flavin mononucleótido; FAD: flavín adenín dinucleótido; CaM: 
calmodulina; O2•-: anión superóxido; Zn2+: ión zinc; BH4: (6R-)5,6,7,8-tetrahidrobiopterina; 
Dominios Reductasa
Dominios Oxigenasa
Monómero 1 Monómero 2
A -
Dominios Reductasa
Dominios Oxigenasa
B -
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BH3
•: radical tetrahidrobiopterina; L-Arg: L-arginina; L-Cit: L-citrulina; AscH: ácido ascórbico; 
Asc•: radical ascorbato. El flujo de electrones ocurre desde el dominio reductasa de un 
monómero hacia el dominio oxigenasa del otro monómero. La enzima NOS oxida la L-
arginina en dos pasos, el primero de ellos para formar N-hidroxi-L-arginina y el segundo para 
convertir este intermediario en NO y L-citrulina. Adaptado de Förstermann U y Sessa WC, 
2012. 
 
 
Isoformas de la óxido nítrico sintasa 
 
La eNOS se localiza en el endotelio vascular principalmente, si bien se la ha 
identificado en los miocitos cardíacos, en el sistema nervioso central y distintos 
segmentos del nefrón (Ujiie K y col, 1994; Bachmann S y col, 1995; Ortiz PA y Garvin 
JL, 2002; Kone BC, 2004). 
La nNOS fue inicialmente identificada en las neuronas del sistema nervioso 
central y periférico, y posteriormente en las neuronas no-colinérgicas no-
adrenérgicas, en el endometrio, en el epitelio de la tráquea y los bronquios, en el 
músculo esquelético, en las células del MLV y en los miocitos (Kone BC, 2004). A 
nivel renal, esta isoforma ha sido identificada en diferentes estructuras (Herrera M 
y Garvin JL, 2005). 
Por otra parte, las isoformas nNOS y eNOS se expresan de forma 
constitutiva. La expresión de la iNOS es inducida por el lipopolisacárido (LPS) de E. 
coli y por citoquinas inflamatorias como la IL-1 o el TNF-α (Moncada S y col, 1991). 
Una vez inducida su expresión, el aumento de producción de NO demora entre 6 y 8 
horas. La enzima permanece activa durante horas o días y produce 1.000 veces más 
NO que las NOS constitutivas (Beck KF y col, 1999). 
La iNOS se expresa en los macrófagos, en las plaquetas, en el epitelio de vías 
aéreas bronquiales, en el útero, en el hígado, en el riñón, en el músculo liso, en el 
endotelio vascular y en el corazón (Alderton WK y col, 2001; Ni Z y Vaziri ND, 2001). 
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Regulación de la actividad de la óxido nítrico sintasa 
 
Si bien todas las isoformas de la NOS se activan al unirse a la CaM, existen 
diferencias en los aminoácidos que forman parte del sitio de unión entre las 
distintas isoformas, que modifican su afinidad a la CaM. Debido a esto, las isoformas 
nNOS y eNOS, requieren de un aumento de Ca2+ intracelular para la unión de la CaM 
a la NOS, mientras que para la isoforma inducible, la CaM se une aún a 
concentraciones intracelulares de Ca2+ extremadamente bajas (menor a 40 nM) 
(Mount PF y Power DA, 2006). 
La disponibilidad de sustratos y cofactores, como la L-arginina, la BH4 y el 
NADPH, así como los cambios en el pH intracelular, son importantes reguladores de 
la actividad de estas enzimas (Herrera M y Garvin JL, 2005).  
Sin embargo, en los últimos años se ha demostrado que la regulación de 
estas isoformas es más compleja e involucra numerosos niveles de regulación post-
transduccional rápidos, que incluyen reacciones de fosforilación y desfosforilación 
en residuos, así como interacciones proteína-proteína. Por otra parte, los cambios 
crónicos en la síntesis del NO estarían regulados por cambios en la expresión total 
(transcripción y traducción) de la NOS (Herrera M y Garvin JL, 2005; Mount PF y 
Power DA, 2006; Qian J y Fulton D, 2013). 
Además, las tres isoformas de la NOS mostraron ser también inhibidas por el 
NO y por la dimetil-arginina asimétrica generada en forma endógena (Vallance P y 
Leiper J, 2004). 
 
 
- eNOS 
 
La eNOS se encuentra localizada en estructuras específicas de la membrana 
de las células endoteliales no activadas, denominadas caveolas. La acetilación con 
miristato y palmitato, durante y luego del proceso de traducción de la eNOS, 
permite su correcta interacción con la proteína caveolina-1, que forman parte de las 
caveolas. Del mismo modo, la eNOS puede interaccionar con la caveolina-3 de los 
miocitos ventriculares. La asociación de la eNOS con estas proteínas inhibe su 
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actividad y está regulada por el complejo Ca2+-CaM (Figura 1.10). La eNOS sintetiza 
NO de forma pulsátil, con aumentos de su actividad cuando se incrementa la 
concentración de Ca2+ intracelular. Determinados factores que aumentan las 
concentraciones intracelulares de Ca2+, como la bradikinina (BK), promueven la 
unión del complejo Ca2+-CaM a la eNOS y la disociación del complejo caveolina-1-
eNOS. La unión de la acetilcolina a sus receptores endoteliales, activa la PLC que 
cataliza la formación de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) a partir 
del fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2). El aumento del Ca
2+ intracelular inducido 
por el IP3 activa la CaM que se une a la eNOS, ésta se disocia de la caveolina y se 
desplaza al citosol, en su forma activa. Por otra parte, la inhibición de esta 
isoenzima se produce también por su asociación con receptores acoplados a 
proteína G presentes en las caveolas (Qian J y Fulton D, 2013). 
Además, se ha demostrado que otras proteínas también son capaces de 
interactuar con la eNOS. La proteína de choque térmico 90 (Hsp90) actuaría como 
un activador alostérico durante este proceso, posiblemente, al facilitar la unión de 
la CaM a la eNOS (Pritchard KA Jr y col, 2001).  
La eNOS también puede ser activada por estímulos que no inducen el 
aumento de Ca2+ intracelular. Se ha reportado la activación in vivo e in vitro de la 
eNOS por fuerzas de rozamiento y estaría mediada por la fosforilación de la enzima 
en distintas posiciones. La eNOS puede ser fosforilada en distintos residuos de 
serina (Ser), treonina (Thr) y tirosina (Tyr) (Mount PF y col, 2007). La fosforilación de 
la eNOS en Ser1177 estimula el flujo de electrones en el dominio reductasa y 
aumenta la sensibilidad de la enzima al Ca2+ (McCabe TJ y col, 2000). También la 
activación de la eNOS inducida por la BK y el factor de crecimiento derivado del 
endotelio vascular (VEGF) en las células endoteliales, estaría mediada por la 
fosforilación de la Ser 1177/1179 (Alderton WK y col, 2001; Kone BC y col, 2003; 
Kone BC, 2004; Herrera M y Garvin JL, 2005). 
El residuo Thr495 aparece fosforilado en situaciones de inactividad mediante 
la proteína kinasa C (PKC),  ya que su fosforilación interfiere con la unión del 
complejo Ca2+-CaM (Figura 1.10). La fosforilación de la eNOS por la PKA, también 
inactiva la enzima (Kone BC y col, 2003; Kone BC, 2004). 
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Figura 1.10: Regulación de la actividad de la óxido nítrico sintasa mediante el 
Ca2+ intracelular y la fosforilación. 
 
 
 
Figura 1.10: NADPH: nicotinamida dinucleótido fosfato reducido; NADP+: nicotinamida 
dinucleótido fosfato oxidado; FMN: flavin mononucleótido; FAD: flavín adenín dinucleótido; 
CaM: calmodulina; O2
•-
: anión superóxido; Zn: ión zinc; L-Arg: L-arginina; L-Cit: L-citrulina; 
Akt1: proteína kinasa de Ser/Thr; AMPK: proteína kinasa activada por AMP; CaMKII: proteína 
kinasa dependiente de Ca
2+
-CaM; PKA: proteína kinasa dependiente de cAMP; PP1: proteína 
fosfatasa 1. Se han identificado varios sitios de fosforilación reguladores en los residuos 
Ser114, Ser633, Ser1177, Ser, Thr495, Tyr81 y Tyr657. Adaptado de Förstermann U y Sessa 
WC, 2012. 
 
 
Ante un desbalance en el estado oxidativo y un aumento del anión O2
•-, la 
biodisponibilidad de NO puede disminuir como consecuencia de un aumento de su 
degradación al combinarse el NO con el anión O2
•-. Sin embargo, el estrés oxidativo 
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puede además, promover el desacople de la eNOS, transformando a la enzima 
responsable de la síntesis de NO en una enzima que sintetiza O2
•- (Figura 1.11). 
Los mecanismos implicados en este desacople de la eNOS, pueden 
observarse en el panel B de la Figura 1.11, e incluyen la oxidación del cofactor BH4, 
la depleción de L-arginina y la acumulación endógena de metilargininas, entre otros. 
 
Figura 1.11: Mecanismos involucrados en la generación de especies reactivas 
del oxígeno y en el desacople de la óxido nítrico sintasa. 
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Figura 1.11: Panel A: Rol de la enzima NADPH oxidasa en el desacople de la NOS. Panel B: 
mecanismos involucrados en el desacople de la NOS. SOD: superóxido dismutasa; PKC: 
proteína kinasa C; NADPH: nicotinamida dinucleótido fosfato reducido; NADP+: nicotinamida 
dinucleótido fosfato oxidado; FMN: flavin mononucleótido; FAD: flavín adenín dinucleótido; 
CaM: calmodulina; O2
•-: anión superóxido; Zn: ión zinc; L-Arg: L-arginina; L-Cit: L-citrulina. 
Adaptado de Förstermann U y Sessa WC, 2012. 
 
 
- nNOS 
 
La nNOS se asocia a la proteína PSD-95 en la membrana neuronal. En 
respuesta a un incremento en el Ca2+ intracelular, la nNOS interactúa con la CaM. El 
complejo Ca2+-CaM, en combinación con la BH4, se une a la nNOS e induce su 
desplazamiento desde la membrana plasmática al citoplasma. La desfosforilación de 
la nNOS por la calcineurina, inicia la producción de NO. La nNOS es inactivada por 
fosforilación de los residuos Ser741 y Ser847 mediada por diversas kinasas (PKA y 
PKC) (Kone BC, 2004).  
La expresión de la nNOS se encuentra regulada por varios factores de 
transcripción como el factor NF-κB y la proteína AP-2 (Hall AV y col, 1994). 
La interacción de la nNOS con múltiples proteínas, mediante un dominio 
ubicado en el extremo amino terminal, permite regular la actividad y distribución 
espacial de esta enzima en los tejidos nervioso y muscular (Kone BC y col, 2003). 
También se ha demostrado que la asociación del inhibidor proteico de la nNOS y de 
la caveolina-3 de músculo esquelético con la nNOS, induce la disminución de su 
actividad catalítica, mientras que su interacción con la proteína Hsp90 la estimula 
(Jaffrey SR y Snyder SH, 1996; Venema VJ y col, 1997; Bender AT y col, 1999). 
 
 
- iNOS 
 
El NO es generado por la iNOS luego de la exposición a ciertas citoquinas, 
como el interferón-γ (IFN-γ), ya que esta isoforma no se expresa constitutivamente 
en las células. Si bien inicialmente fue identificada en los macrófagos, importantes 
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mediadores en la respuesta inmune temprana a la invasión de microorganismos, la 
expresión puede ser inducida en diversos tejidos (Förstermann U, 2000). La 
interacción del IFN-γ con su receptor en la membrana celular desencadena una vía 
de señalización que involucra una familia de kinasas JAK y proteínas activadoras de 
la transcripción STAT. Las STATs fosforiladas y dimerizadas traslocan al núcleo, 
donde estimulan la expresión del factor de transcripción IRF-1, que se une al 
promotor de la iNOS, estimulando su expresión. La iNOS es una enzima citosólica, 
que a diferencia de la eNOS y la nNOS, no requiere de la elevación de los niveles de 
Ca2+ intracelular para su activación, por lo que una vez que se expresa, se encuentra 
activa.  
La actividad de la iNOS se encuentra predominantemente regulada a nivel 
transcripcional mediante estímulos proinflamatorios como el LPS y por citoquinas 
inflamatorias como la IL-1β o el TNF-α (Moncada S y col, 1991). Por otra parte, la 
interacción de la iNOS con diferentes proteínas (kalirina, proteína 110 de 
macrófagos, o proteína rac2) puede también modular su actividad (Alderton WK y 
col, 2001; Kone BC y col, 2003; Förstermann U y Sessa WC, 2012). 
 
 
Efectos moleculares del óxido nítrico 
 
A nivel intracelular, es ampliamente conocido que el NO se une a una GC 
citosólica o soluble (sGC), y origina un aumento en los niveles de cGMP 
(Förstermann U y col, 1991). El incremento en los niveles de este segundo 
mensajero, así como el inducido por el CNP a través de la GC particulada o de 
membrana, conduce a una disminución de los niveles de Ca2+ intracelular mediante 
múltiples y complejos mecanismos (Thomas DD y col, 2008). 
Los efectos directos se deben a reacciones químicas en las que bajas 
concentraciones de NO (< 1 μM), generadas por la eNOS y la nNOS, reaccionan 
rápida y directamente con sus blancos biológicos y cumplen funciones reguladoras. 
Uno de los mecanismos de acción más importantes depende de su unión a las 
proteínas que presentan el grupo hemo (Alderton WK y col, 2001). De este modo, el 
NO activa a la sGC. El consecuente aumento de cGMP permite controlar la actividad 
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de canales iónicos o transportadores, de fosfodiesterasas y de proteínas kinasas 
reguladas por cGMP (PKG). 
El NO también puede activar directamente canales de potasio, regulados por 
Ca2+, por voltaje o por adenosina nucleótido trifosfato (ATP) y, por otra parte, 
puede limitar la formación de agentes oxidantes catalizada por metales y las 
reacciones en cadena de peroxidación lipídica (Alderton WK y col, 2001). 
Las acciones indirectas del NO están relacionadas con su reactividad con el 
oxígeno y el anión O2
•-. En soluciones acuosas el NO reacciona con el oxígeno y 
origina NO2
-, los que se oxidan a NO3
-, y constituyen el producto final de la 
degradación del NO.  
A concentraciones más elevadas, el NO ejerce sus efectos fisiopatológicos e 
induce la respuesta inmune frente a agentes patógenos. La iNOS se encuentra 
involucrada en estas acciones dado que es capaz de producir elevadas 
concentraciones de NO (> 1 μΜ) durante períodos prolongados de tiempo (Alderton 
WK y col, 2001). 
 
 
El óxido nítrico a nivel vascular 
 
La producción de NO por las células endoteliales constituye un factor 
importante en la regulación del flujo sanguíneo en mamíferos y por lo tanto de la 
presión arterial, ya que ejerce una acción relajante del MLV.  
El NO difunde desde el endotelio hacia el MLV donde activa a la sGC, que 
mediante la producción de cGMP, induce la activación de la PKG. Esta kinasa 
fosforila proteínas que a su vez defosforilan la cadena liviana de la miosina, 
provocando la vasorrelajación (Bian K y col, 2008). El cGMP también reduce el tono 
vascular al disminuir la movilización de Ca2+ e inhibir la producción de IP3 (Hirata M 
y col, 1990).  
Diversas sustancias vasoactivas, como la acetilcolina, el adenosina 
nucleótido difosfato (ADP), la BK, la serotonina y la histamina, entre otras, pueden 
aumentar la actividad de la eNOS, con el consecuente aumento de la producción de 
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NO (Moncada S y Higgs A, 1993). Esto indica que el NO sería el responsable, al 
menos en parte, de las acciones vasorrelajantes de estas sustancias. 
 
 
Otros efectos del óxido nítrico 
 
El NO no sólo actúa como vasodilatador, sino que también tiene 
propiedades antitrombóticas, antiinflamatorias, antiproliferativas y antioxidantes (Li 
L y col, 2009; Mangge H y col, 2014). Por lo tanto, los factores que disminuyen su 
producción y/o su biodisponibilidad pueden estar involucrados en el desarrollo de 
enfermedades vasculares y en la hipertensión arterial.  
El NO liberado por el endotelio vascular inhibe la agregación plaquetaria y 
junto con la prostaciclina, poseen una acción sinérgica en este efecto (Radomski 
MW y col, 1987a; Radomski MW y col, 1987b). 
Por otra parte, las tres isoformas de la enzima NOS han sido identificadas en 
el corazón. Los trabajos que han investigado los efectos del NO sobre la función 
contráctil muestran resultados controvertidos. Los efectos inotrópicos del NO 
dependerían de la dosis y de la especie en que se realizan los experimentos, 
mostrando efectos positivos o negativos tanto en estudios in vivo como in vitro 
(Kojda G y col, 1995; Crystal GJ y col, 1998; Vila-Petroff MG y col, 1999; Soliman M, 
2013). 
El NO derivado de la nNOS y de la eNOS es uno de los factores que 
contribuye a la regulación de la frecuencia cardíaca (FC). Existen evidencias que 
muestran que en el corazón de rata y de conejo, el NO de origen neuronal inhibe la 
liberación de noradrenalina de las terminales nerviosas simpáticas, alterando la FC y 
la fuerza de contracción (Schwarz P y col, 1995; Ramchandra R y col, 2003).                                                 
 Otras investigaciones mostraron que la inhibición de la NOS no afectó la FC 
basal (Conlon K y col, 1998) o produjo una moderada bradicardia (Musialek P y col, 
1999). Por otra parte, se ha descripto que el NO producido por la nNOS sería el 
mediador de la disminución parasimpática basal de la FC y de la bradicardia refleja 
(Jumrussirikul P y col, 1998). 
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El óxido nítrico y su relación con el péptido natriurético tipo C 
 
En estudios que realizamos previamente en el laboratorio, demostramos 
que el NO media, al menos en parte, los efectos del CNP a nivel cardiovascular 
(Figura 1.12). 
En estudios in vivo, mostramos que la infusión aguda de CNP posee efecto 
hipotensor, y en dicho efecto participa la activación del sistema del NO. Además, 
demostramos en estudios realizados in vitro, que el CNP aumenta la actividad de la 
eNOS e identificamos la vía de señalización involucrada en dicho efecto, en la cual 
participa la activación del receptor NPR-C acoplado a proteína Gi(1-2), el aumento de 
Ca2+ intracelular mediado por los canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC) 
tipo L y la activación de la isoforma endotelial de la enzima óxido nítrico sintasa 
mediante el complejo Ca2+-CaM (Figura 1.12) (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 
2010). 
 
Figura 1.12: Vía de señalización involucrada en la activación del sistema del 
óxido nítrico en arteria aorta. 
 
 
 
Figura 1.12: El CNP estimula la actividad de la isoforma endotelial de la óxido nítrico sintasa 
(eNOS), mediante la activación del receptor NPR-C acoplado a proteína Gi. El ingreso de calcio 
mediante los canales dependiente de voltaje (VDCC) tipo L, estimula la actividad de la enzima 
mediante el complejo Ca2+-calmodulina (CaM). 
eNOS
NPR-C
Gi
NO
CNP
Ca+2
Ca+2- CaM
VDCC
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Otros autores también mostraron que el sistema del NO participaría en los 
efectos vasculares del CNP. En células endoteliales humanas Rautureau y 
colaboradores mostraron que el CNP incrementa los productos finales del 
metabolismo del NO (Rautureau Y y col, 2010). Los resultados obtenidos sobre la 
participación del sistema del NO en la relajación del músculo liso vascular inducida 
por el CNP muestran, al menos, controversias. Madhani y colaboradores mostraron 
que la eNOS modula negativamente el efecto vasodilatador del CNP en la arteria 
aorta de ratones, y Liang y colaboradores mostraron que la liberación basal de NO 
inhibe la respuesta del MLV al péptido (Madhani M y col, 2003; Liang CF y col, 
2010). Por el contrario, Brunner y Wolkart demostraron que el bloqueo del sistema 
del NO disminuye el efecto vasodilatador del CNP (Brunner F y Wolkart G, 2001) y 
también se observó que el incremento de Ca2+ intracelular y la producción de NO 
participa en dicho efecto (Andrade FA y col, 2014). 
 
 
 
1.2.2. LOS CANALES DE POTASIO 
 
Los canales de potasio constituyen el grupo más heterogéneo de proteínas 
de membrana presentes en células excitables y no excitables (Gutman GA y col, 
2003). Participan en la generación y en el mantenimiento del potencial de 
membrana en reposo y regulan el volumen celular.  
Se distribuyen ubicuamente a lo largo de toda la escala filogenética y están 
presentes prácticamente en todas las células. Tienen un papel central en muchos 
eventos de señalización intracelular implicados en la liberación de 
neurotransmisores, en la regulación del ritmo cardíaco, en la secreción de insulina, 
la proliferación celular y en la regulación del tono vascular (Jackson WF, 2000; Shieh 
CC y col, 2000; Jackson WF, 2005b). 
Debido a que en el interior de las células, la concentración de potasio es 
mucho mayor a la concentración extracelular de este ión, la apertura de los canales 
induce cambios en el potencial de membrana, tornándose este más negativo 
(repolarización o hiperpolarización). Las cinéticas de activación e inactivación de 
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cada canal determinan su participación en el control de eventos celulares y, 
particularmente en el músculo liso, la heterogeneidad en los tipos y en la 
distribución de los canales de K+ determina las diferencias en la regulación del 
potencial de membrana (Jackson WF, 2000). 
El estudio electrofisiológico del mutante Shaker de la mosca del vinagre 
(Drosophila melanogaster), denominado así por el aleteo constante que se 
observaba en estas moscas al ser anestesiadas con éter, permitió la identificación 
del primer canal de K+ (Jan LY y col, 1983; Papazian y col, 1987). Desde entonces, el 
desarrollo de las técnicas de biología molecular ha permitido identificar más de 200 
genes que codifican canales de K+ (Gutman GA y col, 2003). 
De acuerdo con la International Union of Pharmacology (Compendium of 
Voltage-Gated Ion Channels: Potassium Channels; Pharmacological Reviews), los 
canales de potasio se clasifican en 4 familias: los canales de potasio activados por 
calcio (KCa) (Figura 1.13), los canales de potasio activados por voltaje (KV) (Figura 
1.14), los canales de potasio con dominio de dos poros (K2P) (Figura 1.15) y los 
canales de potasio con rectificación interna (Kir) (Figura 1.16) (Gutman GA y col, 
2003). 
 
Figura 1.13: Familias filogenéticas de los canales de potasio activados por 
calcio. 
 
 
 
Figura 1.13: Dos subfamilias filogenéticas agrupan los canales de potasio KCa 1.x a 5.x, 
numerados de acuerdo con el orden en que fueron descriptos. Para su clasificación se analizó 
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la región hidrofóbica y la secuenciación de los aminoácidos se realizó utilizando CLUSTAL W y 
análisis PAUP. Adaptado de Gutman GA y col, 2003. 
 
Figura 1.14: Familias filogenéticas de los canales de potasio activados por 
voltaje. 
 
 
 
Figura 1.14: Tres familias filogenéticas que agrupan los canales de potasio KV (en a los 
numerados del 1.x al 6.x y el 8.x y el 9.x; en b la subfamilia 7.x; en c las subfamilias 10.x a 
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12.x). Para su clasificación se analizó la región hidrofóbica y la secuenciación de los 
aminoácidos se realizó utilizando CLUSTAL W y análisis PAUP. Adaptado de Gutman GA y col, 
2003. 
 
Figura 1.15: Familias filogenéticas de los canales de potasio con dominio de 
dos poros. 
 
 
 
Figura 1.15: Familia filogenética de los canales de potasio K2P. Para su clasificación se analizó 
la región hidrofóbica y la secuenciación de los aminoácidos se realizó utilizando CLUSTAL W y 
análisis PAUP. Adaptado de Gutman GA y col, 2003. 
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Figura 1.16: Familias filogenéticas de los canales de potasio con rectificación 
interna. 
 
 
 
Figura 1.16: Familia filogenética de los canales de potasio Kir. Para su clasificación se analizó 
la región hidrofóbica y la secuenciación de los aminoácidos se realizó utilizando CLUSTAL W y 
análisis PAUP. Adaptado de Gutman GA y col, 2003. 
 
 
A nivel del MLV, tanto de grandes vasos como de la microcirculación, se ha 
demostrado la presencia y funcionalidad, de cuatro subtipos de canales de potasio: 
los canales de potasio KCa de alta conductancia (BKCa), los canales de potasio Kir, y 
dentro de esta familia también los canales de potasio sensibles a ATP (KATP), y los 
canales de potasio KV (Standen NB y col, 1989; Quayle JM y col, 1993; Nelson MT y 
Quayle JM, 1995; Jackson WF, 1998; Jackson WF y Blair KL, 1998). 
 
 
Canales de potasio activados por calcio 
 
Dos poblaciones de canales de potasio KCa se encuentran involucradas en la 
hiperpolarización de las células endoteliales, que luego es transmitida a las células 
del MLV por acoplamiento eléctrico directo a través de uniones mioendoteliales y/o 
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por la acumulación del ión potasio en el espacio intercelular (entre endotelio y 
MLV): los canales de potasio activados por calcio de baja e intermedia conductancia 
(SKCa y IKCa) (Edwards G y col, 2010). Sin embargo, en el MLV, la población más 
relevante corresponde a los canales de potasio BKCa de alta conductancia (Neylon 
CB y col, 1999; Eichler I y col, 2003). 
 
Estos canales son activados por aumentos en la concentración de calcio 
intracelular, así como también por la despolarización de la membrana. En 
condiciones de bajo calcio intracelular, los BKCa se comportan como canales de 
potasio dependientes de voltaje (Nelson MT y Quayle JM, 1995; Ledoux J y col, 
2006). Están constituidos por subunidades Slo 1, o α, que conforman el poro y Slo 
β1 que modulan la sensibilidad del canal al ión Ca2+. La subunidad Slo β1, se 
expresaría solamente en células musculares lisas y su co-expresión con subunidades 
Slo 1 daría como resultado canales BKCa con alta sensibilidad al calcio (Amberg GC y 
col, 2003; Eichhorn B y Dobrev D, 2007; Hou S y col 2009b). 
Además, se ha demostrado que estos canales están regulados por 
numerosos factores (Figura 1.17), entre ellos el NO (Archer SL y col, 1994), distintos 
derivados del ácido araquidónico (Li PL y Campbell WB, 1997; Clapp LH y col, 1998), 
la fosforilación de distintos residuos y las hormonas esteroideas. La fosforilación de 
los canales BKCa vía distintas proteínas kinasas como las PKA, PKC y PKG, puede 
alterar su sensibilidad al calcio y/o al voltaje, aumentando o disminuyendo su 
actividad dependiendo de la vía de señalización involucrada (Ko EA y col, 2008). De 
manera similar, mientras que los estrógenos y la progesterona aumentan la 
actividad del canal BKCa, otros derivados esteroideos pueden disminuir su función 
(Hou S y col, 2009a). 
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Figura 1.17: Mecanismos implicados en la regulación de la función de los 
canales de potasio activados por calcio de alta conductancia. 
 
 
 
Figura 1.17: En presencia de calcio, la subunidad reguladora Slo β1 modula la actividad del 
canal de potasio dependiente de calcio de alta conductancia (BKCa). Sobre esta subunidad y 
la subunidad Slo 1, diversos factores pueden activar o inhibir su actividad. NOS: óxido nítrico 
sintasa; sGC: guanilil cicliasa soluble; AC: adenilil ciclasa; GC: guanilil ciclasa; cAMP: adenilil 
monofosfato cíclico; PKG: proteína kinasa dependiente de cGMP; PKA: proteína kinasa 
dependiente de cAMP; PIP2: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PKC: proteína kinasa dependiente 
de calcio; PLC: fosfolipasa C; DAG: diacilglicerol; VDCC: canales de calcio dependiente de 
voltaje. 
 
 
Los canales BKCa parecen no contribuir al potencial de membrana de reposo 
bajo condiciones fisiológicas, pero se encuentran abiertos y tienen un importante 
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papel como feedback negativo en la vasoconstricción inducida por la 
despolarización de la membrana plasmática y el aumento del flujo de calcio hacia el 
citosol mediado por la apertura de los canales de calcio VDCC (Brenner R y col, 
2000; Eichhorn B y Dobrev D, 2007; Lu T y col, 2008). 
 
 
Canales de potasio con rectificación interna 
 
A finales de los años ’40 se describió por primera vez el fenómeno de la 
rectificación interna, cuando Bernard Katz describió en el músculo esquelético una 
nueva corriente de potasio cuya amplitud, al contrario de lo descrito hasta 
entonces, aumentaba a potenciales más negativos que el potencial de equilibrio del 
potasio (EK) y disminuía con potenciales despolarizantes (Katz B, 1949). 
Pero recién en los años ’90 se consiguieron clonar los primeros canales que 
generaban este tipo de corrientes (Ho K y cols, 1993; Kubo Y y col, 1993a; 1993b) y 
describir los mecanismos moleculares de la rectificación interna. Su característica 
rectificación hacia el interior de la célula, resulta no ser una función intrínseca de la 
proteína del canal, si no el resultado del bloqueo del flujo de K hacia el exterior, por 
sustancias intracelulares como el ión Mg2+ y las poliaminas (Hibino H y col, 2010). 
Actualmente la familia de los canales Kir se divide en 7 subfamilias (Kir1.x a 
Kir7.x). Pueden agruparse en 4 grupos funcionales: canales Kir clásicos (Kir2.x), 
canales Kir acoplados a proteína Gi (Kir3.x), canales Kir sensibles a ATP (Kir6.x), y 
canales Kir transportadores de potasio (Kir1.x, Kir4.x, Kir5.x y Kir7.x) (Hibino H y col, 
2010). La subfamilia Kir2.x es la más relevante a nivel de la pared vascular, tanto a 
nivel del endotelio como del MLV, y participan en el mantenimiento de potencial de 
reposo de las membranas (Quayle JM, y col, 1993; Bradley KK y col, 1999; Zaritsky JJ 
y col, 2000; Nilius B y Droogmans G, 2001). Los canales Kir carecen de una 
estructura con la capacidad de sensor de voltaje, por lo tanto, la conductancia de 
los canales Kir depende de la diferencia entre el potencial de membrana y el EK, y no 
sólo de este último. Su actividad es determinante de la hiperpolarización de la 
membrana, amortiguando el potasio extracelular y modulando además la 
despolarización, al evitar la pérdida excesiva de potasio (Jackson WF, 2005a). La 
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expresión de los canales Kir es más abundante en las células del MLV de los lechos 
vasculares de pequeño calibre, más aún la expresión de estos canales parece 
aumentar a medida que disminuye el diámetro de los vasos (Haddy FJ y col, 2006; 
Jackson WF, 2005a; Kim MY y col, 2005; Quayle JM y col, 1993; Quayle JM y col, 
1996). 
 
Figura 1.18: Mecanismos implicados en la regulación de la función de los 
canales de potasio con rectificación interna. 
 
 
 
Figura 1.18: Los canales de rectificación interna (Kir) pueden ser modulados positivamente 
por las subunidades βγ de proteína G inhibitoria (Gi), el NO, la proteína kinasa dependiente 
de cAMP (PKA) y el aumento de la concentración de potasio extracelular. La fosforilación de 
estos canales por la proteína kinasa dependiente de calcio (PKC) o los receptores con 
actividad tirosina kinasa (TK) modula de manera negativa la apertura de estos canales. NOS: 
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óxido nítrico sintasa; AC: adenilil ciclasa; PIP2: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; DAG: 
diacilglicerol. 
 
Los extremos N-terminal y C-terminal citoplasmáticos modulan la 
permeabilidad iónica de estos canales. Su actividad puede ser modulada por 
fosforilación mediante PKA, PKC y tirosina kinasas (TK) (Ko EA y col, 2008; 
Wischmeyer E y col, 1998; Aiello EA y col, 1996), por la activación de proteína Gi 
(Kamouchi M y col, 1997), por derivados del ácido araquidónico (Orie NN y col, 
2006) y por el NO (Schubert R y col, 2004) (Figura 1.18). 
 
 
Canales de potasio sensibles a ATP 
 
Actualmente se conoce que los canales de potasio KATP son octómeros 
compuestos por 4 subunidades Kir, que forman el poro iónico del canal, y 4 
proteínas auxuliares conocidas como receptores SURx (Hibino H y col, 2010). En el 
MLV, se ha observado que los canales están formados por las subunidades 
Kir6.1/SUR2B, y su apertura conduce a la hiperpolarización de la membrana 
plasmática y el cierre de los canales de calcio VDCC. Consecuentemente, su 
activación induce la relajación del MLV. 
 
No sólo el metabolismo celular (mediante la relación ATP/ADP) puede 
modular la apertura de los canales KATP. Estos canales parecen estar implicados en 
el mecanismo de acción, tanto de sustancias vasodilatadoras como 
vasoconstrictoras. Los canales KATP participan en la vasodilatación inducida por la 
adenosina, la prostaciclina, el péptido relacionado con la calcitonina y el NO (Beech 
DJ y col, 1993). Se encuentran cerrados cuando las concentraciones intracelulares 
de ATP aumentan, sin embargo, también pueden ser regulados por el ADP, y los 
iones H+ y Ca2+. Se activan por fosforilación mediada por las kinasas PKA y PKG (Lin 
YF y col, 2000; Quinn KV y col, 2004), mientras que la PKC y la elevación de calcio 
intracelular inducida por vasoconstrictores, como la noradrenalina, la vasopresina, 
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la endotelina y la ANG II, promueve el cierre de estos canales (Quayle J y col, 1997; 
Jackson WF, 2005a). 
 
 
Canales de potasio dependientes de voltaje 
 
En las células del MLV, también se expresan ubicuamente los canales de 
potasio KV, que contribuyen al potencial de membrana de reposo y la regulación del 
tono vascular. 
Los canales de potasio KV poseen una estructura general muy similar a la de 
los canales de calcio VDCC (Nelson MT y Quayle JM, 1995). Están compuestos por 4 
subunidades KVα que forman el poro iónico del canal, y subunidades accesorias KVβ 
(Jackson WF, 2005a). La despolarización de la membrana activa estos canales y 
parecen participar, al igual que los canales BKCa, en el feedback negativo de 
regulación del potencial de membrana. Los canales KV también son activados por 
sustancias vasodilatadoras que actúan mediante la vía de señalización del cAMP, 
como la adenosina o la prostaciclina. Por otra parte, las sustancias vasoconstrictoras 
cierran los canales KV a través de la activación de PKC y el aumento de las 
concentraciones de calcio intracelular (Jackson WF, 2005a). 
 
 
El péptido natriurético tipo C y los canales de potasio en el músculo liso 
vascular 
 
Existen evidencias que muestran que las acciones del CNP sobre el tono 
vascular están mediadas por la apertura de los canales de potasio, presentes en el 
MLV de grandes y pequeños vasos. 
En arterias mesentéricas de ratas, el CNP induce la relajación del MLV 
mediante la apertura de canales de potasio de la familia Kir3.x, mediante la 
activación del receptor natriurético NPR-C acoplado a proteína Gi (Chauhan SD y col, 
2003; Villar IC y col, 2007). También se observó que el aumento de la concentración 
intracelular de calcio en el endotelio, por ejemplo luego de estimular las células 
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endoteliales con acetilcolina, induce la liberación de CNP, y este efecto estaría 
mediado por la apertura de los canales de potasio dependientes de calcio SKCa 
(Villar IC y col, 2007). Resulta interesante destacar que, si bien todos los PNs tienen 
la capacidad de unirse al receptor NPR-C, estos efectos sólo se han observado para 
el CNP, situación que propone a este péptido como candidato a ser el EDHF en 
ciertos lechos vasculares. Sin embargo, en la arteria coronaria porcina, las 
características y la amplitud de la hiperpolarización inducida por el CNP no serían 
comparables a las observadas en las respuestas mediadas por el EDHF (Barton M y 
col, 1998). 
Por otra parte, en arterias subcutáneas de resistencia humanas se observó 
que el CNP induce la relajación del MLV, mediante su interacción con el receptor 
NPR-B y la apertura de los canales de potasio BKCa (Garcha RS y Hughes AD, 2006). 
Esta vía de señalización también ha sido propuesta como la responsable del efecto 
vasodilatador del CNP descripto en la microvasculatura pulmonar (Simon A y col, 
2009) y en el MLV de arterias y venas de mayor calibre (Wei CM y col, 1994; Banks 
M y col, 1996). Wei y colaboradores demostraron también que el bloqueo de los 
canales de potasio KATP, disminuye parcialmente el efecto vasodilatador del CNP 
sobre el MLV de las arterias coronarias (Wei CM y col, 1994). 
Estas diferencias observadas en las características de los canales de potasio 
involucrados y en las respuestas obtenidas al CNP, parecen tener una estrecha 
relación con la ubicación y la especie del lecho vascular estudiado. 
 
 
 
1.2.3. DERIVADOS DEL ÁCIDO ARAQUIDÓNICO 
 
Las prostaglandinas (PGs) pertenecen a una familia de eicosanoides que 
derivan del ácido araquidónico (AA). El AA puede ser liberado de las reservas de 
fosfolípidos presentes en la membrana plasmática, mediante la enzima fosfolipasa 
A2 (PLA2). Posteriormente, el AA libre se expone a la acción de distintas enzimas 
presentes en los compartimentos intracelulares (Chlopicki S y Gryglewski RJ, 2004). 
 C
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En el endotelio vascular, el AA es metabolizado mediante tres enzimas: 
ciclooxigenasa (COX), lipooxigensa (LOX) y citocromo P450 (CYP) a diferentes 
metabolitos, tal como se muestra en la Figura 1.19 (Rosolowsky M y Campbell WB, 
1996; Simmons DL y col, 2004; Campbell WB y Falck JR, 2007). 
Por otra parte, las células del MLV poseen aproximadamente una quinta 
parte de la capacidad de metabolizar el AA respecto del endotelio, por su menor 
contenido de la enzima COX en condiciones fisiológicas (Campbell WB y col, 2006). 
 
Figura 1.19: Síntesis de derivados del ácido araquidónico.  
 
 
Ácido 
araquidónico
COX
Peroxidasa/COX
PGG2
8-iso-PGF2α
PGH2
TXA2
TXB2
PGI2
6-ceto-PGF1α
PGD2 PGE2
11-, 12-, o 15-LOX 5-LOX
PGI 
sintasa
TXA 
sintasa
PGE 
sintasa
PGF 
sintasa
PGD 
sintasa
PGF2
(9α, 11α-PGF2α)
EETs y DHETs
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Figura 1.19: Una vez liberado de las reservas de fosfolípidos de membrana, el ácido 
araquidónico (AA) puede seguir la vía de la lipooxigenasa (LOX) para formar leucotrienos y 
ácidos hidroxieicosatetraenoicos (HETEs); la vía del citocromo CYP2C o CYP2J para formar 
ácidos epoxieicosatrienoicos (EETs) o ácidos vic-dihidroxieicosatrienoicos (DHETs); o la vía de 
la ciclooxigenasa (COX) para formar las prostaglandinas (PG). Los pasos para formación de 
estas últimas son la formación del endoperóxido PGG2, que posteriormente se reduce a PGH2 
con liberación de una especie reactiva de oxígeno, y la conversión de PGH2 a las distintas 
prostaglandinas y tromboxanos: PGI2, tromboxano A2 (TXA2), PGE2, PGD2 y PGF2α mediante 
enzimas PG sintasas específicas.  Adaptado de Simmons DL y col, 2004 y Campbell WB y Falck 
JR, 2007. 
 
 
Existen tres isoformas de la enzima PLA2, dos de ellas presentes en el 
citoplasma, una dependiente de calcio (cPLA2) que se activa frente al aumento de la 
concentración de calcio intracelular y otra isoforma calcio-independiente (iPLA2). La 
activación de esta última, promueve un primer aumento de calcio, que puede 
inducir la posterior activación de la isoforma cPLA2 (Félétou M y col, 2010). 
 
Por otra parte, dos isoformas de la COX se encuentran tanto en el endotelio 
como en el MLV: COX-1 y COX-2. Si bien en la mayoría de los tejidos, y 
particularmente en las células endoteliales, se expresa constitutivamente la 
isoforma COX-1, en la actualidad se postula que la fuente más importante de PGI2 
en el endotelio vascular es la isoforma COX-2, cuya expresión es inducida por el 
estrés de cizallamiento. La COX-2 también se expresa en respuesta a estímulos 
inflamatorios (Moncada S y col, 1976; Topper JN y col, 1996; Vane J y col, 1998; 
Davidge ST, 2001; Moncada S, 2006). Estas enzimas poseen actividad de 
ciclooxigenasa y de peroxidasa, y requieren hidroperóxidos para realizar la 
oxidación. Si bien la disponibilidad de AA es crítica para su actividad, también puede 
ser modulada por los niveles de hidroperóxidos (Karim S y col, 1996). La isoforma 
COX-1 requiere niveles elevados de ROS, mientras que para la COX-2, los niveles de 
ROS necesarios para su actividad son menores (Bolego C y col, 2009), por lo tanto, 
en ciertas patologías que cursan con aumento de ROS, la COX-1 puede pasar a ser la 
fuente principal de PGI2 (Toniolo A y col, 2013). 
 C
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En cuanto a los receptores de las PGs, estos son designados con la letra P 
acompañada del prefijo D, E, F, I o T, que hace referencia a la PG que unen con 
mayor afinidad: D2, E2, F2α, I2 o tromboxano A2, respectivamente (Tsuboi K y col, 
2002). Son receptores de membrana que se encuentran acoplados a proteínas G, y 
desencadenan respuestas a nivel intracelular mediadas por el aumento de segundos 
mensajeros como el cAMP, el ingreso de calcio extracelular o la movilización de los 
depósitos de este ión (Félétou M y col, 2010). Además, la PGI2 intracelular también 
puede activar receptores nucleares activados por el proliferador de peroxisomas 
(PPARs) (Forman BM y col, 1995). 
 
 
Prostaciclina 
 
La PGI2, también llamada prostaciclina, fue descripta como derivada del 
endotelio, incluso antes que el NO, por Moncada en 1976 (Moncada S y col, 1976). 
En la pared vascular, es el principal derivado del AA, con una vida media de 2 a 3 
minutos, transformándose rápidamente en su metabolito inactivo, la 6-ceto-PGF1α. 
La PGI2 es sintetizada por la enzima PGI2 sintasa (PGIS), a partir de la PGH2 
(Simmons DL y col, 2004). La PGIS es una hemoproteína anclada a la membrana 
plasmática con actividad isomerasa, que pertenece a la familia de los citocromos 
P450 (CYP8A1 en humanos), pero carece de actividad monooxigenasa (Félétou M, 
2011; Majed BH y Khalil RA, 2012). 
 
A través de la activación del receptor IP, que se encuentra acoplado a 
proteína Gs y está presente en el MLV y en las plaquetas, la PGI2 posee una acción 
vasodilatadora y antiagregante plaquetaria, por estimulación de la actividad de la 
AC que aumenta los niveles intracelulares de cAMP y activa la PKA. También se ha 
descripto que este receptor puede acoplarse a la proteína Gq y su activación 
estimula la movilización de fosfoinosítidos. Por otra parte, la activación de estos 
receptores puede modular la vía de MAPK (Simmons DL y col, 2004; Félétou M y 
Vanhoutte PM, 2006; Majed BH y Khalil RA, 2012). 
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La actividad global de la vía de PGI2 es el resultado de la expresión de las 
enzimas involucradas en su síntesis, de la localización intracelular de la COX y la 
PGIS, de la mayor afinidad por el receptor IP frente a la interacción con otros 
receptores, y de las vías de señalización intracelulares involucradas. Sus efectos 
pueden ser incluso opuestos, dependiendo del tipo celular considerado, por 
ejemplo mientras la activación del receptor IP media las acciones antiproliferativas 
de la PGI2 en el MLV, la activación de los receptores PPARδ media el efecto 
angiogénico de esta PG en la célula endotelial (Wise H, 2003; Helliwell RJ y col, 
2004). 
Ante diversos estímulos, como el estrés de cizallamiento, la BK, la trombina, 
la serotonina, el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), la 
acetilcolina y la IL-1, entre otros (Gluais P y col, 2005; Rodrígez JA y col, 2006; 
Wheeler-Jones CP, 2008; Camacho M y col, 2011; Dorris SL y Stokes Peebles Jr R, 
2012), la síntesis de PGI2 aumenta. 
 
 
Tromboxano A2 
 
En las plaquetas, el TXA2 es el principal derivado del AA, que se obtiene a 
partir de la acción de la COX-1, única isoforma de esta enzima presente en las 
plaquetas, y posterior acción de la enzima TXA2 sintasa (TXAS). El TXA2 también es 
sintetizado en el MLV. Al igual que la PGIS, la enzima TXAS es una hemoproteína, 
identificada en humanos como CYP5 (Félétou M, 2011), que carece de actividad 
monoaminooxidasa pero posee actividad isomerasa y sintetiza TXA2 a partir de la 
reorganización de la estructura de la PGH2 (Majed BH y Khalil RA, 2012). 
El TXA2 es un compuesto inestable, que posee una vida media de 30 
segundos, y rápidamente se transforma en el derivado inactivo TXB2 en la 
circulación (Needleman P y col, 1976). 
Con efectos opuestos a la PGI2, el TXA2 actúa sobre su receptor TP y estimula 
la agregación plaquetaria y la contracción del MLV (Moncada S y Amezcua JL, 1979). 
La activación del receptor TP en el MLV, induce el aumento de la concentración de 
calcio intracelular por apertura de canales de calcio VDCC y la activación de la vía de 
 C
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señalización de PLC (Okon EB y col, 2002; Huang JS y col, 2004). Además, en el 
endotelio vascular, los receptores TP inducen la expresión de proteínas de adhesión 
en la membrana celular, favoreciendo la adhesión e infiltrado de monocitos y 
macrófagos (Nakahata N, 2008). 
 
 
Efectos vasculares de la prostaciclina y el tromboxano A2 
 
La síntesis de PGI2 es importante para mantener la homeostasis vascular, ya 
que el balance adecuado entre la producción de PGI2 y TXA2, mantiene la integridad 
de la pared vascular (Figura 1.20). 
 
Figura 1.20: Efectos de la prostaciclina y el tromboxano A2 sobre el músculo 
liso vascular, las plaquetas y el endotelio vascular.  
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Figura 1.20: La síntesis de PGI2, a través de su interacción con el receptor IP, induce efectos 
protectores sobre la pared vascular. El TXA2, y otros derivados del ácido araquidónico, actúan 
sobre el receptor TP, que promueve efectos opuestos a la PGI2. La PGI2 también puede actuar 
sobre este receptor. COX: ciclooxigenasa; LOX: lipooxigenasa; CYP P450: citocromo; PGIS: PGI2 
sintasa; PGS: PG sintasas; TXS: TXA2 sintasa; HETEs: ácidos hidroxieicosatetraenoicos; 
Adaptado de Félétou M y col, 2010. 
 
 
En cuanto al proceso de agregación plaquetaria, actualmente se conoce 
ampliamente que mientras que el TXA2 liberado por las plaquetas favorece la 
agregación de las plaquetas por un mecanismo que depende de la producción de 
cAMP, la PGI2 que libera el endotelio vascular posee efecto antiagregante por 
inhibición de la respuesta que desencadena la unión del TXA2 a su receptor TP (Fitz 
Gerald GA y col, 1983). 
Estas PGs también poseen efectos opuestos sobre el tono vascular. Mientras 
que la PGI2 estimula la relajación del MLV, el TXA2 estimula su contracción (Figura 
1.21). 
 
Figura 1.21: Múltiples vías de señalización involucradas en los efectos de la 
PGI2 y el TXA2 sobre la célula muscular lisa de los vasos. 
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Figura 1.21: Se muestran los efectos de la PGI2 sobre la célula de MLV, y la interacción con la 
vía de señalización del TXA2. La unión de PGI2 al receptor IP está asociada a la activación de la 
proteína Gs y de la vía cAMP/proteína kinasa A (PKA), que conduce a la salida de calcio al 
medio extracelular y al ingreso de este ión al retículo sarcoplásmico (SR) mediante bombas de 
calcio, y a la activación de distintos canales de potasio como los canales dependiente de calcio 
de larga conductancia (BKCa) y/o sensibles a ATP (KATP), que inducen la relajación del MLV. Por 
el contrario, la interacción TXA2/TP estimula la vía proteína Gq/fosfolipasa C (PLC) e induce la 
síntesis de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). El IP3 estimula la liberación de calcio desde el SR y el 
diacilglicerol (DAG) que activa a la proteína kinasa C (PKC). El aumento de los niveles de calcio 
intracelular induce la activación de la vía Ca2+/calmodulina (CaM)/kinasa de la cadena liviana 
de miosina (MLCK) y la contracción del MLV. La estimulación de Gα12/13 mediada por el 
receptor TP, activa la vía RhoA/proteína kinasa asociada a Rho (ROCK), la cual inhibe a la 
fosfatasa de la MLC (MLCP) aumentando la contracción del MLV. La activación de la vía 
cAMP/PKA mediada por la interacción PGI2/IP puede inhibir este efecto del TXA2, mediante la 
fosforilación del receptor TP. La PGI2 también puede activar la transcripción de genes que 
participan en procesos de hipertrofia, proliferación, diferenciación y migración celular. Se 
puede observar además que la expresión de COX-2 inducida por la vía PGI2/PPAR aumenta la 
síntesis de esta PG. La vía PGI2/IP puede además inhibir la formación del complejo Shc/GRB2 y 
la consecuente activación de ERK1/2 inducida por TXA2/TP, inhibiendo los procesos de 
hipertrofia. Además, la vía PGI2/IP inhibe la proliferación del MLV ya que impide la progresión 
de la fase G1 a S, mediante la inhibición de la kinasa cdk2 y la activación de p27
kip1 , por vía 
directa o previa inhibición del gen que transcribe para la proteína kinasa asociada a la fase S 
(Skp2). También la PGI2 a través de la vía IP/cAMP/PKA, activa CREB y otros factores de 
transcripción específicos del MLV que promueven la diferenciación celular. Por último, el 
aumento de cAMP inducido por PGI2, estimula la fosfatasa de proteína kinasa (PTP) que 
inhibe a su vez a la kinasa de adhesión focal (FAK), disminuyendo así la migración celular. 
Adaptado de Majed BH y Khalil RA, 2012. 
 
 
Sin embargo, también se ha descripto que la PGI2 liberada por el endotelio 
puede, bajo ciertas condiciones, inducir la contracción del MLV, y estas 
contracciones se pueden prevenir con la inhibición de la enzima COX, de allí que 
originalmente se describiera la existencia de un factor constrictor derivado de 
endotelio (EDCF, de sus siglas en inglés endothelium derived constracting factor) 
sintetizado por esta enzima (De Mey JG y Vanhoutte PM, 1982; Miller VM y 
Vanhoutte PM, 1985). El EDCF media respuestas inducidas por estiramiento y por 
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sustancias que aumentan la concentración intracelular de calcio en la célula 
endotelial. Finalmente, este derivado del AA activa a los receptores de membrana 
TP en el MLV, induciendo la respuesta vasoconstrictora (Auch-Schwelk W y col, 
1990). Se han identificado al TXA2, los endoperóxidos, la PGI2 y la PGH2, entre otros, 
como posibles mediadores de estas contracciones dependientes de endotelio en la 
pared vascular (Ge T y col, 1995; Gluais P y col, 2005; Gluais P y col, 2006; Wong SL y 
col, 2009), ya que si bien el TXA2 es el principal ligando, también estos derivados 
pueden unirse al receptor TP. 
Sin embargo, la inhibición de la enzima TXAS, responsable de la síntesis de 
TXA2, no previene la aparición de estas contracciones del MLV dependientes de 
endotelio (Auch-Schwelk W y col, 1990). En ciertas situaciones, como el 
envejecimiento y el aumento de la presión arterial, se observó una disminución en 
la expresión de los receptores IP en el MLV y un aumento en síntesis y liberación de 
PGI2 (Koga T y col, 1989; Tang EHC y col, 2005), que podrían ser responsables de la 
aparición de vasoconstricción (Félétou M y Vanhoutte PM, 2006), ya que además de 
disminuir la respuesta vasodilatadora de la PGI2, esta PG puede activar a los 
receptores TP presentes en el MLV (Figura 1.20). 
 
Por otra parte, en los fibroblastos, la PGI2 también modula la proliferación a 
través del aumento de citoquinas con efecto antifibrótico, como el INF-γ, y la 
disminución de citoquinas pro-inflamatorias y pro-fibróticas como el TNF-α, la IL-6 y 
el TGF-β1 (Lovgrem AK y col, 2006; Zhu Y y col, 2010). 
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1.3. REGULACIÓN DE LA PRESIÓN ARTERIAL 
 
Mecanismos vasculares de regulación de la presión arterial 
 
La presión arterial (PA), que representa la presión ejercida por la sangre 
contra la pared de las arterias, depende de dos factores: el volumen minuto 
cardíaco (VMC) y la resistencia periférica (RP), especialmente en la región 
precapilar. La siguiente ecuación muestra la relación que existe entre las tres 
variables: 
 
PA = VMC x RP 
 
 Mediante el control de la PA, el organismo asegura el flujo sanguíneo 
adecuado para satisfacer el metabolismo de los tejidos. Los mecanismos fisiológicos 
de regulación de la PA tienen características variables según su origen, eficacia y 
duración de la acción. Entre éstos, existen mecanismos nerviosos, otros 
relacionados de manera directa o indirecta con la función renal y actualmente se da 
una especial relevancia a la función que cumplen los factores humorales y locales 
del endotelio en el mantenimiento de la PA. 
  
 Hoy en día se reconoce que el endotelio vascular, considerado durante 
muchos años como una simple barrera o membrana semipermeable, presenta la 
capacidad de regular el flujo sanguíneo tisular modulando el tono del MLV, por 
medio de mecanismos nerviosos, intrínsecos de la pared y factores humorales 
sistémicos, que regulan la PA (Vapaatalo H y Mervaala E, 2001). 
 El endotelio produce y libera varias sustancias vasodilatadoras, dentro de los 
cuales se encuentran el NO (Furchgott RF y Zawadzki JV, 1980), la prostaciclina 
(Moncada S y Amezcua JL, 1979) y el EDHF (Feletou M y Vanhoutte PM, 1988). Estas 
sustancias pueden ser producidas y liberadas a través de la estimulación de las 
células endoteliales por fuerzas mecánicas (tensión de cizallamiento) o la activación 
de receptores de superficie por agonistas específicos como la acetilcolina, la BK, el 
ADP o la sustancia P, entre otros (Rubanyi GM y cols, 1986). 
 C
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 Merece la pena observar que los mediadores endoteliales, en especial el NO y 
la prostaciclina, no sólo son potentes agentes relajantes, sino que pueden inhibir 
también la agregación plaquetaria, la proliferación de las células musculares lisas y 
la migración de monocitos, ejerciendo así un efecto protector complejo sobre la 
pared de los vasos (Radomski MW y cols, 1987b; Kubes P, 1991; Scott-Burden T y 
col, 1993). 
 Por otra parte, el endotelio puede producir sustancias vasoconstrictoras, 
como la PGH2, el TXA2, o el anión superóxido (Miller VM y Vanhoutte PM, 1985; 
Altiere RJ, 1986; Katusic ZS y Vanhoutte PM, 1989). 
 Dentro de las sustancias humorales que modulan el tono contráctil del MLV se 
encuentran las catecolaminas, la ANG II, la BK, la vasopresina, la serotonina y el CNP 
(Vapaatalo H y Mervaala E, 2001). 
 Si bien estos factores nerviosos y humorales poseen efectos a nivel central y/o 
periférico para regular la PA, la vía final común para el control de la reactividad 
vascular y la resistencia vascular periférica, en última instancia, se encuentra a nivel 
de la membrana celular y los procesos intracelulares de las células del MLV. Dado 
que cambios de pocos milivoltios en el potencial de membrana puede causar 
cambios significativos en el diámetro del vaso sanguíneo (Nelson y Quayle; 1995), el 
conocimiento de los procesos de membrana responsables de la activación de 
células del MLV parece ser crucial para la comprensión del alcance completo de la 
regulación de la PA. El papel clave de los canales de potasio en la vasculatura 
consiste en su capacidad para fijar el potencial de membrana y por lo tanto para 
determinar y regular el tono vascular mediante el control de la afluencia de calcio 
en el MLV, así como en las células endoteliales. 
 Por consiguiente, la disfunción endotelial se produciría como consecuencia 
de una serie de alteraciones que afectan la síntesis, la liberación y/o la degradación 
de los diversos factores locales y humorales, impactando en el tono vascular. Las 
alteraciones estructurales y/o funcionales del endotelio y del MLV están presentes 
en numerosas situaciones patológicas incluyendo la hipertensión arterial, la 
arteriosclerosis, la hipercolesterolemia y la diabetes (Lüscher TF y cols, 1992; 
Spieker LE y cols, 2000, Kalinowski L y Malinski T, 2004; Schlaich MP y col, 2004b; 
González J y col, 2014). 
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Hipertensión arterial 
 
Los niveles absolutos de la PA varían con la edad, el sexo y la raza. Se 
considera a la hipertensión arterial (HTA) como una elevación sostenida de la PA 
sistólica o diastólica. La HTA es una patología altamente prevalente en la sociedad 
moderna, de alto costo para los servicios de salud y, no obstante los notables 
avances en el conocimiento de sus mecanismos, el impacto logrado sobre su control 
es universalmente escaso. Actualmente la HTA afecta aproximadamente al 25 % de 
la población mundial, y su prevalencia y consecuente costo en salud tiene una 
proyección de 1,5 billones de pacientes hipertensos para el 2025 (Kearney PM y col, 
2005). Existe una relación directa entre los valores de PA y el riesgo cardiovascular 
(Turnbull F  y col, 2008) y de acuerdo a un análisis mundial, 7,6 millones de muertes 
prematuras (13,5% del total de muertes), el 54% de los infartos y el 47 % de los 
eventos debidos a isquemia cardíaca, son atribuidos al aumento de la PA. Su 
relevancia clínica reside en el hecho de que cuanto mayor sean sus cifras, más 
elevado es el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares 
y renales y por lo tanto, mayor es la incidencia de mortalidad en los individuos. Más 
importante aún, es el hecho de que una reducción modesta de los valores de PA se 
acompaña de una disminución significativa de la morbilidad y mortalidad 
cardiovascular, independientemente de los niveles iniciales de PA del paciente 
(Mancia G y col, 2009; Zhang Y y col 2011). 
 La HTA es el factor de riesgo más importante en las enfermedades 
cardiovasculares y continúa siendo un reto para la salud pública mundial. En la 
Argentina se realizó el estudio RENATA (Registro Nacional de Hipertensión Arterial, 
Consejo Argentino de Hipertensión Arterial de la Sociedad Argentina de Cardiología) 
en el que se encuestaron 4006 individuos de todo el país (CABA, Buenos Aires, 
Córdoba, Tucumán, Corrientes, Chaco, Mendoza y Neuquén) y se encontró una 
prevalencia de HTA del 33,5 % (Marín M y col, 2012). 
  
 La etiología de la hipertensión se desconoce en la mayoría de los casos, lo que 
se denomina “hipertensión esencial, primaria o idiopática” y corresponde al 90 % de 
los casos. El 10 % restante corresponde a causas secundarias. Las más frecuentes 
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son de origen renal (enfermedades parenquimatosas, glomérulo nefritis, 
poliquistosis renal, tumores secretantes de renina y retención primaria de sodio), 
endócrina (hiperfunción corticosuprarrenal), exógena (administración de 
glucocorticoides, mineralocorticoides, inhibidores de monoaminooxidasas), 
nerviosa (apnea del sueño, psicógena, ansiedad, tumores cerebrales), embarazo y 
policitemia, entre otros.  
 Además, diferentes estudios epidemiológicos y experimentales demostraron 
que el bajo peso al nacer constituiría otro de los factores asociados con el 
incremento de la PA en la edad adulta (Barker DJ, 1992; Gennser G y col, 1988; 
Tomat A y col, 2010). 
La HTA esencial es un desorden de origen multifactorial, y numerosos factores 
fisiopatológicos han sido considerados como partícipes en la génesis de este tipo de 
HTA. Si bien durante las últimas décadas se ha avanzado considerablemente en su 
tratamiento mediante el uso de: inhibidores del sistema renina-angiotensina, ya sea 
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, bloqueantes de receptores 
de ANG II tipo 1 (AT1), diuréticos, antagonistas de los receptores adrenérgicos, y 
antagonistas del calcio, ha sido extremadamente difícil controlar la HTA en el 40% 
de los pacientes hipertensos. Los resultados del estudio RENATA mostraron que el 
52,8 % de los pacientes hipertensos que recibían tratamiento, no controlaban su PA 
(Marín M y col, 2012). Por estas razones, el desarrollo de nuevas estrategias 
terapéuticas sigue siendo un objetivo creciente y todo lo que permita esclarecer los 
mecanismos que dan origen y mantienen la HTA y las patologías asociadas, 
contribuyendo no sólo a controlar la PA dentro de valores normales sino 
consecuentemente a disminuir el daño de órgano blanco, principal responsable del 
deterioro en la calidad de vida y el riesgo de eventos cardiovasculares.  
 
 
Las ratas espontáneamente hipertensas como modelo de hipertensión 
 
Para comprender la fisiopatología de la HTA esencial, se han desarrollado 
numerosos modelos animales con hipertensión inducida, por ejemplo, 
quirúrgicamente o mediante la dieta, o bien animales con hipertensión de origen 
 C
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genético, que pueden ser dependientes del fenotipo cuando las variaciones 
naturales surgen y se mantienen por endocría, o del genotipo cuando existe 
manipulación genética de la expresión de genes (Lerman LO y col, 2005; Dornas WC 
y Silva ME, 2011) (Tabla 1.1). 
 
Tabla 1.1: Modelos animales de hipertensión arterial. 
 
Modelos Genéticos Modelos Secundarios 
Fenotipo SHR Reno-
vascular 
2 riñones - 1 clip (Goldblatt) 
 SHR-stroke prone 1 riñón - 1 clip 
 Dahl  Coartación aórtica 
 Ratas hipertensas genéticamente  Oclusión total 
 Sabra  Microembolización 
 Ratas hipertensas Lyon Daño renal Page-rinón 
 SHR Milan  Nefrectomía total o parcial 
 Relacionadas con obesidad  Inflamación inducida 
 Relacionadas con menopausia  Irradiación 
Genotipo Sistema renina-angiotensina Intervención 
vascular 
Renina-angiotensina-aldosterona 
 Sistema nervioso simpático Inhibición del sistema del NO 
 Péptido natriurético atrial  Noradrenalina 
 NO  Prostaglandinas presoras 
 Endotelinas Endocrino y 
dieta 
DOCA-sal 
 Neuropéptido Y Administración de glucocorticoides 
 Vasopresina  Regeneración adrenal 
 Prostaglandinas  Inducidos por hormonas sexuales 
 Kininas-kalikreinas  Dahl sal-sensibles 
 Sistemas de transporte iónico  Embarazo, pre-eclampsia 
  Neurogénico Psicológico 
   Ambiental 
   Estimulación central 
   Denervación de barorreceptores 
 
Tabla 1.1: SHR: ratas espontáneamente hipertensas; DOCA: acetado de deoxicorticosterona; 
NO: óxido nítrico. Adaptado de Lerman LO y col, 2005. 
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Siendo que estos modelos animales comparten muchas características con la 
hipertensión humana, permiten entonces el análisis fisiopatológico de los factores 
responsables del desarrollo y/o mantenimiento de la hipertensión esencial. 
El modelo genético de HTA ampliamente utilizado es el modelo de ratas 
espontáneamente hipertensas (SHR). Las SHR fueron selectivamente endocriadas 
para desarrollar altos valores de PA sin estímulos externos de la dieta o 
ambientales, por Okamoto y Aoki en el año 1963 en Kyoto, Japón (Okamoto K y Aoki 
K, 1963). En las ratas SHR, la PA sistólica comienza a elevarse a partir de las 4 a 6 
semanas de edad y alcanza valores de aproximadamente 180-200 mmHg en 
comparación con los 115-130 mmHg que pueden encontrarse en una rata 
normotensa (Zicha J y Kunes J, 1999). Estos valores de PA, se alcanzan y se 
mantienen a partir de las 12 semanas de edad (Zicha y Kunes, 1999). Además, el 
desarrollo espontáneo de los altos valores de PA en esta cepa de ratas se encuentra 
acompañado también por el desarrollo de complicaciones características de la HTA. 
Estas características hacen de esta cepa, un modelo ciertamente adecuado para el 
estudio de los mecanismos que subyacen a los distintos procesos fisiopatológicos 
involucrados en el desarrollo y en el mantenimiento de la HTA. 
  
 El modelo de ratas SHR se encuentra caracterizado por la elevada actividad 
del sistema nervioso simpático, tanto central como periférico (Head RJ, 1989; Judy 
WV y Farrell SK, 1979; Tsuda K y Masuyama Y, 1991), que posee además un papel 
crucial en el desarrollo y mantenimiento del estado hipertensivo en el humano 
(Grassi G, 1998; Grassi G y col, 2008; Schlaich MP y col, 2004a). 
  Como ocurre en la HTA esencial humana, la hipertensión en los animales 
SHR está asociada con complicaciones de diversos órganos, como el riñón, el 
corazón y los vasos (Kimura K y col, 1990; Doggrell SA y Brown L, 1998; Skov K y 
Mulvany MJ, 2004; Pravenec M y col, 2004). A nivel vascular se observan cambios 
estructurales que incluyen cambios en el espesor íntima media y en la composición 
de la matriz extracelular (Folkow B y col, 1973; Berry C y Greenwald SE, 1976) que 
resultan característicos de la elevación sostenida de la PA. 
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Este modelo presenta además disfunción endotelial, con aumento del estrés 
oxidativo, incremento de factores vasoconstrictores y disminución de la 
biodisponibilidad del NO (Piech A y col, 2003). Algunos autores postulan que existe 
una correlación entre los altos niveles de PA y la sobreexpresión de los receptores 
NPR-C en las SHR (Pandey KN, 2005). Además, se ha demostrado que el aumento de 
ROS, observado en la hipertensión, disminuye la viabilidad del NO (Nishikimi T y col, 
2006). También se postulan alteraciones en la expresión de las diferentes isoformas 
de la NOS o de las caveolinas, proteínas reguladoras de la actividad de la enzima 
(Pandey KN, 2005;  Potter LR y col, 2006). 
 
Por otra parte, se han descripto alteraciones en las corrientes de potasio, 
cruciales para establecer el potencial de membrana. En este modelo se observa una 
despolarización de la membrana de las células del MLV en comparación con los 
animales normotensos, que se hace evidente a partir de las 12 a 16 semanas de 
edad (Stekiel WJ y col, 1986; Harder DR y col, 1981). Respecto de los canales BKCa, 
en este modelo de HTA, la expresión proteica de los canales BKCa está aumentada, 
sin embargo su función se encuentra alterada (Asano M y col, 1995; Liu YP y col, 
1997; Giachini FR y col, 2009), e incluso estas alteraciones ya se observan en las 
etapas previas al desarrollo de HTA. También se observa en las ratas hipertensas 
que el bloqueo de estos canales de potasio BKCa promueve una intensa contracción 
de la arteria aorta (Cox RH, 2002). Además, los canales Kir se encontrarían down-
regulados en la hipertensión arterial, ya sea por alteraciones en su función y/o en su 
expresión proteica (Sobey CG, 2001). 
 
Profundizar en los mecanismos que subyacen a los distintos procesos 
fisiopatológicos involucrados en el desarrollo y mantenimiento de la HTA, puede 
reflejarse en la optimización del desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, en 
mejorar la calidad de vida y disminuir los riesgos de eventos que conduzcan a 
discapacidad y riesgo de vida, repercutiendo en una significativa reducción del costo 
socioeconómico en el tratamiento de las patologías asociadas. 
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La hipertensión arterial es una patología altamente prevalente en la 
sociedad moderna y, no obstante los notables avances en el conocimiento de sus 
mecanismos, el impacto logrado sobre su control es universalmente escaso. Es así 
que la hipertensión arterial es el factor de riesgo más importante en el desarrollo de 
enfermedades cardiovasculares, y continúa siendo un reto para la salud pública 
mundial, de alto costo para los servicios de salud en el mundo industrializado. 
 
Dado que se conocen acciones beneficiosas del CNP sobre distintos lechos 
vasculares, existe un creciente interés en el estudio de sus efectos vasodilatadores, 
antiinflamatorios, antioxidantes y antifibróticos, sobre el mantenimiento de la 
homeostasis y la progresión de patologías cardiovasculares. 
Numerosos trabajos han estudiado los efectos in vitro del CNP, e incluso sus 
efectos agudos. En nuestro laboratorio, también hemos estudiado previamente los 
efectos de este péptido sobre el sistema del NO, a nivel cardíaco y vascular. Sin 
embargo, son escasos los trabajos experimentales que han evaluado los efectos de 
la administración crónica de CNP sobre el sistema vascular y, más aún, poco se sabe 
del efecto de este tratamiento sobre la homeostasis vascular en la hipertensión 
arterial. 
 
 
2.1. HIPÓTESIS 
 
El CNP podría modular positivamente la función endotelial a través de la 
estimulación de sistemas vasoactivos y de la regulación de los procesos celulares, 
que mantienen la integridad de la célula endotelial. 
La activación del sistema del NO, inducida por el CNP, participaría de su 
efecto vasodilatador junto con la apertura de canales de potasio en el músculo liso 
vascular, tanto en condiciones de normotensión como de hipertensión. En la 
hipertensión arterial, estos mecanismos se encontrarían alterados, pudiendo ser 
responsables de un menor efecto vasodilatador de este péptido. 
Frente a la injuria que constituye la hipertensión arterial, los efectos del CNP 
a nivel de la pared vascular se traducirían en una mayor respuesta vasodilatadora y 
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una disminución de la presión arterial, mejorando a su vez, la función ventricular. La 
administración crónica de CNP puede revertir las alteraciones asociadas a esta 
patología, como la disfunción endotelial, el aumento del estrés oxidativo, la 
inflamación y el remodelado vascular. 
 
 
2.2. OBJETIVOS GENERALES 
 
Para demostrar la hipótesis planteada, los objetivos generales de este 
trabajo de tesis doctoral fueron: 
 
 Dilucidar los mecanismos por los cuales el CNP regula el tono vascular en 
situaciones fisiológicas, evaluando los efectos in vitro e in vivo del péptido 
sobre la función vascular. 
 Comprobar si existen alteraciones en el efecto vasodilatador inducido por el 
péptido, así como en los mecanismos que lo median, en la hipertensión 
arterial. 
 Evaluar el impacto de la administración crónica de CNP sobre la presión 
arterial y el daño de órgano blanco en dicha patología. 
 
 
2.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Para cumplir con estos objetivos generales, se estudiaron, en una primera 
etapa, los efectos in vitro del CNP sobre la liberación de NO y PGI2, y sobre los 
procesos celulares que modulan la integridad de la célula endotelial. 
Por ello, con el diseño y el desarrollo del protocolo I, se plantearon los 
siguientes objetivos específicos: 
En cultivos de células endoteliales de vena de cordón umbilical humano 
(HUVEC) tratadas con CNP, 
 Evaluar la respuesta del sistema del NO. 
 Estudiar los posibles efectos sobre la liberación de PGI2 y TXA2. 
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 Analizar si existen cambios sobre el ciclo celular, la apoptosis, la 
adhesión, y/o la angiogénesis en respuesta al CNP. 
 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el protocolo I, se diseñó el 
protocolo II, con el fin de evaluar los mecanismos involucrados en el efecto 
vasodilatador del CNP en condiciones fisiológicas. Además, se evaluaron las posibles 
alteraciones en dichos mecanismos, en un modelo de hipertensión arterial. 
Por lo tanto, los objetivos específicos de esta segunda parte fueron: 
 En anillos de arteria aorta de ratas Wistar normotensas y de SHR, 
evaluar la respuesta vasodilatadora al CNP en presencia de un endotelio 
intacto, analizando la participación del sistema del NO, de las PGs, y de 
bradikinina. 
 Analizar el efecto vasodilatador del CNP en ausencia de endotelio, y los 
posibles mecanismos involucrados en la relajación del músculo liso 
vascular, en ambos grupos de animales. 
 Analizar si existen diferencias en la respuesta vasodilatadora del CNP, y 
en los mecanismos involucrados, en los anillos de aorta provenientes de 
ratas hipertensas, en comparación con las ratas Wistar normotensas. 
 
 
Por último, y con el objetivo de evaluar los efectos beneficiosos de la 
administración a largo plazo de CNP sobre la injuria vascular asociada a la 
hipertensión arterial, se diseñó y realizó el protocolo III. Los estudios se llevaron a 
cabo en ratas Wistar normotensas y en SHR, a las que se les administró CNP durante 
14 días, mediante la implantación de bombas osmóticas subcutáneas, y los 
objetivos específicos fueron: 
 Evaluar los efectos hemodinámicos, estudiando los cambios en la PAS, la 
función renal, y los parámetros morfométricos y la función cardíaca. 
 Analizar la reactividad vascular. 
 Estudiar la respuesta del sistema del NO vascular. 
 C
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 Evaluar los sistemas oxidantes y antioxidantes a nivel sistémico y 
vascular. 
 Analizar los efectos sobre la morfología vascular. 
 Evaluar los marcadores de fibrosis temprana, la apoptosis y la respuesta 
de citoquinas proinflamatorias en la arteria aorta. 
 Analizar si existen diferencias en los efectos del CNP entre ambos 
grupos de animales. 
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PROTOCOLO I: ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C 
SOBRE LA CÉLULA ENDOTELIAL 
 
 
3.1.1. CÉLULAS ENDOTELIALES 
 
Se emplearon células endoteliales provenientes de vena de cordón umbilical 
humano (HUVEC) (Invitrogen Corporation, Life Technologies, USA). Las HUVEC se 
recuperaron de la crio-preservación en medio conteniendo dimetilsulfóxido (DMSO) 
10 %, según las especificaciones del fabricante. 
 
 
3.1.2. REACTIVOS 
 
Nombre Origen 
Acrilamida/bisacrilamida (29:1) Bio Rad Laboratories, Inc., 
USA 
Albúmina sérica bovina Sigma-Aldrich, USA 
4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina 
diacetato (DAF-FM diacetato) 
Life Technologies, USA 
Anticuerpo monoclonal de conejo anti-β-actina Sigma Aldrich, USA 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-COX-1 Calbiochem, Merck KGaA, 
Darmstadt, Alemania 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-eNOS Santa  Cruz  
Biotechnology Inc, Santa 
Cruz, CA, USA 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-eNOS 
fosforilada en la posición Ser1177 
Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA 
Anticuerpo policlonal de ratón anti-COX-2 Cayman Chemical, Ann 
Arbor, MI, USA 
Anticuerpo policlonal de ratón anti-PGI2 sintasa Cayman Chemical, Ann 
Arbor, MI, USA 
Anticuerpo secundario de cabra anti-conejo Sigma Aldrich, USA 
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Nombre Origen 
Azul de tripán Sigma-Aldrich, USA 
BD Matrigel Basement Membrane Matrix (356234) BD Biosciences, USA 
Cocktail de inhibidor de fosfatasas Phosphostop Roche, IN, USA 
Cocktail de inhibidor de proteasas Complete Mini Roche, IN, USA 
Dimetilsulfóxido (DMSO) Invitrogen Corp, Life 
Technologies, USA 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEN) Lonza Inc, USA 
EBM-2, medio para células endoteliales Clonetics, BioWhittaker, 
Walkersville, MD, USA 
EGM-2, suplemento para células endoteliales Clonetics, BioWhittaker, 
Walkersville, MD, USA 
Estreptomicina Sigma-Aldrich, USA 
Glicina Bio Rad Laboratories, Inc., 
USA 
Fibronectina BD Biosciences, USA 
Fosfato dibásico de sodio Sigma-Aldrich, USA 
Fosfato monobásico de sodio Sigma-Aldrich, USA 
Glutamina Sigma-Aldrich, USA 
Indometacina Sigma-Aldrich, USA 
Kit comercial Anexina-V – FITC Immunostep, España 
Kit comercial BCA (ácido bicinconínico) Protein 
Assay Kit 
Thermo Scientific Inc. 
Pierce, Madison, WI, USA 
Kit comercial EIA para PGI2 Cayman Chemical, Ann 
Arbor, MI, USA 
Kit comercial EIA para TXA2 Cayman Chemical, Ann 
Arbor, MI, USA 
 
 C
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Nombre Origen 
Kit comercial de PI/RNasa Immunostep, España 
Membrana de nitrocelulosa Bio Rad Laboratories, Inc., 
USA 
-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich, USA 
Metanol Merck, Argentina 
Nω-Nitro-L-arginina metil éster clorhidrato (L-
NAME) 
Sigma-Aldrich, USA 
Penicilina Sigma-Aldrich, USA 
Péptido natriurético atrial fragmento des-(Gln18, 
Ser19, Gly20, Leu21, Gly22)-ANP 4-23 (cANP4-23) 
Sigma-Aldrich, USA 
Péptido natriurético tipo C (CNP) Sigma-Aldrich, USA 
Sales para buffers (calidad analítica) Comerciantes locales 
SDS-PAGE Bio-Rad, Munchen, 
Alemania 
Sistema de detección Supersignal 
Chemiluminescent Substrate 
Thermo Scientific Inc. 
Madison, WI, USA 
Solución buffer de radioinmunoprecipitación (RIPA) Sigma-Aldrich, USA 
Solución buffer PBS libre de Ca2+ y Mg2+ Sigma-Aldrich, USA 
Tripsina Invitrogen Corp, Life 
Technologies, USA 
Tris Ultra Pure TM Bio Rad Laboratories, Inc., 
USA 
Tween 20 Sigma-Aldrich, USA 
SU6668 BD Biosciences, USA 
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PROTOCOLO I: ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C 
SOBRE LA CÉLULA ENDOTELIAL 
 
 
3.2.1. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
Todos los experimentos se realizaron empleando células endoteliales 
humanas obtenidas de vena de cordón umbilical (HUVEC) para evaluar in vitro los 
efectos del CNP sobre el endotelio vascular. Las células endoteliales HUVEC 
preservadas en medio conteniendo dimetilsulfóxido (DMSO) 10 %, se recuperaron 
de la crio-preservación según las especificaciones del fabricante (Invitrogen 
Corporation, Life Technologies, USA). 
Las células recuperadas se cultivaron en medio específico para células 
endoteliales humanas EBM-2 (Clonetics, BioWhittaker, Walkersville, MD, USA), 
suplementado con EGM-2 (Clonetics, BioWhittaker, Walkersville, MD, USA) en 
estufa a 37 ± 1 °C, CO2 5 % y humedad relativa 96 %, y en una densidad de 2,5 x 10
3 
células viables/cm2 hasta confluencia. Se levantaron las células mediante 
tripsinización, y se volvieron a sembrar, triplicando la superficie. 
En todos los experimentos, las células se utilizaron entre los pases tres y 
cinco. 
 
 
3.2.2. EVALUACIÓN DEL SISTEMA DEL ÓXIDO NÍTRICO 
 
Determinación de la producción de óxido nítrico en las células endoteliales 
 
- Fundamento 
La membrana celular es permeable a la forma diacetato del 4-amino-5-
metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina (DAF-FM diacetato), permitiendo la difusión 
pasiva de este compuesto a través de las membranas celulares. Una vez que se 
encuentra en el interior celular, estearasas intracelulares hidrolizan los grupos 
acetilo y lo transforman en DAF-FM, compuesto de muy escasa emisión de 
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fluorescencia. La fluorescencia se incrementa notablemente cuando el DAF-FM 
reacciona con el óxido nítrico (NO), ya que el DAF se libera y entonces puede ser 
cuantificado mediante la emisión de fluorescencia a 515 nm (Figura 3.1). 
 
Figura 3.1: Esquema de la reacción de detección de NO mediante DAF-FM 
diacetato. 
 
 
 
Figura 3.1: Adaptado de Molecular Probes, Life Technologies. 
 
 
- Metodología 
En placas de 24 pocillos se sembraron 50.000 células/pocillo y se incubaron 
durante 24 horas a 37 ± 1°C, CO2 5% y humedad relativa 96%. Luego de comprobar 
que la confluencia de los pocillos alcanzó el 80%, las células fueron tratadas con: 
CNP (10-7 M; Sigma Aldrich, USA), Nω-Nitro-L-arginina metil ester (L-NAME, 10-4 M, 
Sigma-Aldrich, USA) y/o el agonista selectivo del receptor natriurético tipo C 
(cANP(4-23), 10
-8 M, Sigma Aldrich, USA), durante 10, 30, 60 y 120 minutos y 6 y 24 
horas. En todos los pocillos se agregó 4-amino-5-metilamino-2’,7’-
difluorofluorescein diacetato (DAF-FM diacetato, 5x10-6 M, Life Technologies) y se 
incubó durante 1 hora. Los tratamientos con CNP, L-NAME y/o cANP(4-23) de una 
duración menor a 1 hora, se agregaron durante la incubación con DAF-FM 
diacetato. 
En todos los experimentos se realizó un control, incubando las células 
endoteliales sólo con DAF-FM diacetato. 
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Se tomaron 3 fotografías por pocillo utilizando microscopio de fluorescencia 
(sistema FITC, excitación a 495 nm y emisión a 515 nm) equipado con cámara CCD 
(Nikon Eclipse-E 400) y se cuantificó la intensidad de fluorescencia utilizando el 
programa NIS-Elements (Nikon Instruments Europe BV). Los resultados se 
expresaron como porcentaje de producción de NO respecto del control (%). 
 
 
Efecto del CNP sobre la expresión proteica de la óxido nítrico sintasa en la 
célula endotelial 
 
- Fundamento 
Se determinó la expresión proteica de la eNOS y el nivel de fosforilación de 
esta isoforma por la técnica de Western blot en las células endoteliales HUVEC. 
 
- Metodología 
Una vez que las células HUVEC alcanzaron el 80% de confluencia en frascos 
de 25 cm2 de superficie, fueron tratadas durante 15 minutos, 30 minutos y 24 horas 
con CNP (10-7 M) o con cANP(4-23) (10
-8 M). Se realizó un lavado con solución buffer 
de fosfato de sodio, pH = 7.4 a 37 ± 1°C, y luego, utilizando un raspador, las células 
fueron recolectadas, en 150 μL de solución buffer de radioinmunoprecipitación 
(RIPA, Sigma-Aldrich, USA) conteniendo cocktail de inhibidor de proteasas 
(Complete Mini, Roche, IN, USA) y cocktail de inhibidor de fosfatasas (Phosphostop, 
Roche, IN, USA), y sonicadas durante 20 segundos para obtener el contenido 
intracelular. 
El contenido proteico de las muestras fue determinado empleando el kit 
comercial BCA (ácido bicinconínico) Protein Assay Kit (Thermo Scientific Pierce, 
Madison, WI, USA) y empleando sero-albúmina bovina como estándar, de acuerdo 
con las recomendaciones del fabricante. Las muestras fueron mantenidas a -20 °C 
hasta el momento de la determinación. 
Cantidades iguales de proteína (0,05 mg) fueron separadas por 
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida 7,5 %, transferidas a una membrana de 
nitrocelulosa (Bio-Rad) empleando sistema húmedo durante 60 minutos a 100 mV y 
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luego incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-eNOS, (Santa  Cruz  
Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA; dilución 1/500), anti-eNOS fosforilada en la 
posición Ser1177 (#9571; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA; dilución 
1/500) y anticuerpo monoclonal de conejo anti-β-actina (Sigma Aldrich; dilución 
1/5000) para verificar la carga y la eficiencia de la transferencia. Se empleó como 
anticuerpo secundario el anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa 
de rábano picante (dilución 1/2500 o 1/5000 en el caso del anticuerpo primario 
anti-β-actina). 
Las muestras fueron reveladas por quimioluminiscencia usando reactivo 
Supersignal Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific Inc.) por 4 minutos.  La 
cuantificación de las bandas se realizó por análisis digital de las imágenes, usando el 
software Image J (National Institutes of Health, MD, USA). 
Los niveles proteicos de la isoforma endotelial de la NOS fueron expresados 
como la densidad óptica de cada banda normalizada por la densidad óptica 
correspondiente a la banda de β-actina corrida en el mismo gel. Los niveles de 
fosforilación en la posición Ser1177 de la eNOS, se expresaron como la densidad 
óptica de cada banda normalizada por la densidad óptica correspondiente a la 
banda de eNOS corrida en el mismo gel. Todos los experimentos se realizaron por 
triplicado. 
 
 
3.2.3. EVALUACIÓN DEL SISTEMA DE PROSTAGLANDINAS 
 
Determinación de la producción de prostanoides en las células endoteliales 
 
- Fundamento 
El TXA2 y la PGI2 se hidrolizan rápidamente, y en forma no enzimática, en sus 
metabolitos estables: tromboxano B2 (TXB2) y 6-ceto-prostaglandina F1α (6-ceto-
PGF1α) respectivamente, que pueden ser detectados por medio de la técnica de 
inmunoensayo enzimático (EIA) debido a la gran sensibilidad y especificidad que 
posee, permitiendo la detección de analitos en el orden de los ng/mL o pg/mL 
(Sobrino A y col, 2009). 
 C
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- Metodología 
En placas de 24 pocillos, se sembraron 50.000 células/pocillo y se incubaron 
hasta confluencia a 37 ± 1°C, CO2 5 % y humedad relativa 96 %. Se trataron las 
células agregando CNP (10-7 M), L-NAME (10-4 M) y/o cANP(4-23) (10
-8 M) durante 
distintos tiempos (6 y 24 horas) y luego de realizar los tratamientos, se recolectó el 
medio de cultivo y se mantuvo a -20 ºC hasta realizar las determinaciones. Se 
realizó un lavado con solución buffer fosfato de sodio, pH = 7,4; y se recolectaron 
las células adherentes en RIPA buffer (Sigma-Aldrich, USA) para la cuantificación de 
las proteínas empleando el kit comercial BCA (Thermo Scientific Pierce, Madison, 
WI, USA). En todos los experimentos, se realizó la determinación de la producción 
basal de los prostanoides, manteniendo dos pocillos sin tratamiento, como control. 
El TXA2 se hidroliza rápidamente de manera no enzimática a TXB2, un metabolito 
estable, que se midió por duplicado utilizando un kit comercial EIA (Cayman 
Chemical, Ann Arbor, MI, USA) y se cuantificó como pg tromboxano/mg proteína. 
Los resultados se expresaron como porcentaje de TXA2 respecto al control (%). 
La producción de PGI2, calculada como la concentración de su producto de 
hidrólisis estable, 6-ceto-PGF1α, se midió por duplicado utilizando un kit comercial 
EIA (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) y se cuantificó como ng PGI2/mg 
proteína. La producción de esta prostaglandina se expresó como porcentaje de PGI2 
respecto al control (%). 
Para evaluar la especificidad de las determinaciones se utilizó indometacina 
(Sigma-Aldrich, USA), un inhibidor no selectivo de las distintas isoformas de la 
enzima ciclooxigenasa (concentración final 10-5 M). 
 
 
Efecto del CNP sobre la expresión proteica de ciclooxigenasas y 
prostaglandina sintasa 
 
- Fundamento 
Se determinó la expresión proteica de las isoformas 1 y 2 de la COX, COX-1 y 
COX-2 respectivamente, enzima responsable de la síntesis de prostanoides,  y PGIS, 
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enzima responsable de la síntesis de PGI2, por la técnica de Western blot en las 
células endoteliales HUVEC. 
 
- Metodología 
Una vez que las células HUVEC alcanzaron el 80% de confluencia en frascos 
de 25 cm2 de superficie, fueron tratadas durante 24 horas con CNP (10-7 M). Las 
muestras se procesaron en forma similar a lo descripto en 2.2.2. 
Cantidades iguales de proteína (0,06 mg) fueron separadas por 
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida 10 %, transferidas a una membrana de 
nitrocelulosa (Bio-Rad) empleando sistema húmedo durante 60 minutos a 100 mV y 
luego incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-COX-1, (Calbiochem, 
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania; dilución 1/500), de ratón anti-COX-2 (Cayman 
Chemical, USA; dilución 1/1000) y anti-protaciclina sintasa (Cayman Chemical USA; 
dilución 1/750) y anticuerpo monoclonal de conejo anti-β-actina (Sigma Aldrich; 
dilución 1/5000). Se emplearon los anticuerpos secundarios apropiados para cada 
anticuerpo primario conjugados con peroxidasa de rábano picante (Sigma-Aldrich). 
Las muestras fueron reveladas por quimioluminiscencia usando reactivo 
Supersignal Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific Inc.) por 4 minutos.  La 
cuantificación de las bandas se realizó por análisis digital de las imágenes, usando el 
software Image J (National Institutes of Health, MD, USA). 
Los niveles proteicos de las isoformas COX-1 y COX-2, así como de la PGIS, se 
encuentran expresados como la densidad óptica de cada banda normalizada por la 
densidad óptica correspondiente a la banda de β-actina corrida en el mismo gel. 
Todos los experimentos se realizaron por triplicado. 
 
 
3.2.4. ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DEL CNP EN LA FUNCIÓN ENDOTELIAL 
 
Evaluación del ciclo celular en las células endoteliales 
 
- Fundamento 
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Las distintas fases del ciclo celular se evaluaron mediante la incorporación 
de ioduro de propidio (PI) en la doble hélice del ácido desoxirribonucleico (ADN). El 
PI también se une al ácido ribonucleico (ARN), por lo que resulta necesario remover 
el ARN mediante el tratamiento con nucleasas (RNasas) para una resolución óptima 
del ADN. La cuantificación del contenido de ADN permite conocer la distribución de 
la población de células en las diferentes fases del ciclo celular. Las células de los 
mamíferos se caracterizan por tres regiones o poblaciones definidas, las células en 
las fases G2 y M del ciclo celular que poseen el doble del contenido de ADN respecto 
de aquellas que se encuentran en las fases G0 y G1, y una región correspondiente a 
la fase S. 
Al analizar la población celular por citometría de flujo empleando PI, la 
cantidad de PI unido es proporcional a la cantidad de ADN. El análisis del ciclo 
celular por citometría de flujo se representa por la intensidad de fluorescencia de la 
sonda específica para el ADN. 
 
- Metodología 
Se sembraron 250000 células/pocillo en placas de 6 pocillos y se incubaron a 
37 ± 1°C, CO2 5 % y humedad relativa 96 %. Luego de alcanzar el 90 % de 
confluencia, el medio de cultivo fue reemplazado por medio Starving que contiene 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEN, Lonza Inc., USA); penicilina-
estreptomicina 1 % p/v (Sigma-Aldrich, USA); glutamina 1 % p/v (Sigma-Aldrich, 
USA) y se incubó durante 24 horas. Posteriormente se cambió por medio EMB-2 
suplementado con EGM-2 y se incubaron las células durante otras 18 horas para 
realizar los tratamientos con CNP (10-7 M), L-NAME (10-4 M) y/o cANP(4-23) (10
-8 M). 
Finalmente, mediante tripsinización las células fueron recolectadas y se 
evaluó la proliferación celular por citometría de flujo empleando un kit comercial de 
PI/RNasa (Immunostep, España) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 
Los datos se expresan como porcentaje de células positivas respecto de las 
células totales. 
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Viabilidad y muerte celular programada en respuesta al CNP 
 
- Fundamento 
En las células viables los fosfolípidos de la membrana celular se encuentran 
distribuidos en forma asimétrica entre ambos lados de la membrana, donde la 
fosfatidilcolina y la esfingomielina se ubican en la cara externa, mientras que la 
fosfatidilserina se ubica predominantemente en la cara interna de la bicapa lipídica. 
En las fases tempranas del proceso apoptótico este último fosfolípido aparece en la 
cara externa de la membrana celular (Hoffmann PR y col, 2005). 
La anexina V es una proteína de unión a fosfolípidos dependiente de Ca2+ de 
35-36 kDa, que posee gran afinidad por la fosfatidilserina y muestra baja unión a la 
fosfatidilcolina y a la esfingomielina. Esto permite detectar los cambios en la 
distribución de la fosfatidilserina previos a los cambios morfológicos característicos 
de la apoptosis o a la pérdida de la integridad de la membrana celular. Se utilizó el 
kit comercial Anexina-V – FITC para la determinación de la apoptosis basal por 
citometría de flujo (Immunostep, España). 
 
- Metodología 
Se sembraron células HUVEC en placas de 6 pocillos (250000 células/pocillo), 
y se incubaron con CNP (10-7 M), L-NAME (10-4 M) y/o cANP(4-23) (10
-8 M) a 37 ± 1°C; 
CO2 5 % y humedad relativa 96 %. Luego de 24 horas de tratamiento, se recuperó el 
medio de cultivo y se realizó un lavado con PBS libre de Ca2+ y Mg2+ (Sigma-Aldrich, 
USA) que también se recuperó. Mediante tripsinización se levantaron las células 
adheridas, se juntaron con el medio recuperado y se centrifugaron a 1100 rpm 
durante 7 minutos. 
Se realizó el recuento de células totales (viable y no-viables) empleando 
cámara de Neubauer y azul de tripán (Sigma-Aldrich, USA). Se colocaron entre 
100000-150000 células en tubos para citometría y se centrifugaron nuevamente a 
1100 rpm durante 7 minutos. Se removió el sobrenadante y se resuspendió en 
solución buffer Anexina V preparado de acuerdo a las recomendaciones del 
fabricante. La Anexina V marcada con FITC (fluorescencia verde) y el colorante no-
vital PI (fluorescencia roja) permiten, mediante análisis de dos variables, la 
 C
ap
ít
u
lo
 3
: L
a 
cé
lu
la
 e
n
d
o
te
lia
l 
85 
 
determinación de: las células intactas viables (Anexina V-FITC negativo + PI 
negativo); células en apoptosis temprana (Anexina V-FITC positivo + PI negativo); 
células apoptóticas en fases tardías (Anexina V-FITC negativo + PI positivo) y células 
necróticas (Anexina V-FITC positivo + PI positivo) (Rubattu S y col, 2014). 
Los resultados se expresaron como porcentaje de células positivas respecto 
de las células totales. 
 
 
Evaluación de la adhesión celular en respuesta al CNP 
 
Placas de 10 cm2 con cuadrícula (grilla w/2mm, Nalge NUNC International) se 
recubrieron con fibronectina (BD Biosciences) a una concentración final de 2.5 
µg/cm2. Luego de tratar las células durante 24 horas con CNP (10-7 M), L-NAME (10-4 
M) y/o cANP(4-23) (10
-8 M), se sembraron 50.000 células por placa y por duplicado, y 
se incubaron a 37 ± 1°C, CO2 5 % y humedad relativa 96 %, durante 30 minutos. 
Posteriormente se retiró el medio de cultivo y se lavaron las células 
adheridas con 1 mL de solución buffer PBS libre de Ca2+ y Mg2+ (Sigma-Aldrich, USA) 
para retirar las células que no se han adherido. A continuación se añadieron 2 mL de 
medio EBM-2 enriquecido con EGM-2 y las células se incubaron durante 1 hora más 
a 37 ± 1°C, CO2 5 % y humedad relativa 96 %. El control se realizó con células HUVEC 
que no fueron incubadas con ninguno de los tratamientos. 
Al finalizar, se contó el número de células que se mantuvieron adheridas en 
5 cuadros por placa. Los resultados se expresaron como porcentaje de células 
adherentes respecto del control. 
 
 
Efecto del CNP sobre la formación de estructuras tubulares capilares 
 
- Fundamento 
Las células endoteliales participan y contribuyen activamente en los 
procesos de re-endotelización y de generación de nuevos vasos (Udan RS y col, 
2013). Para evaluar el efecto del CNP sobre la formación de estructuras vasculares, 
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se utilizó una matriz que permite el crecimiento de las células endoteliales en tres 
dimensiones. 
 
- Metodología 
Las células HUVEC fueron tratadas durante 24 horas con CNP (10-7 M), L-
NAME (10-4 M) y/o cANP(4-23) (10
-8 M) a 37 ± 1°C, CO2 5 % y humedad relativa 96 %. 
Posteriormente las células fueron recolectadas y se sembraron 150000 células por 
pocillo en placas de 12 pocillos previamente recubiertos con Matrigel (BD 
Biosciences, USA) con cuidado de no remover la matriz. Se observaron a las 4, 6 y 8 
horas de incubación en la matriz, y a partir de las 8 horas se observaron estructuras 
vasculares desarrolladas, por lo que se eligió este tiempo de incubación. Como 
control negativo se agregó SU6668 (10-5 M), durante la incubación en el Matrigel 
(Khoo CP y col, 2011). Se fotografiaron las estructuras formadas empleando un 
microscopio acoplado con cámara digital CDD (Nikon Eclipse-E 400) y el programa 
NIS-Elements (Nikon Instruments Europe BV). 
Se fotografiaron tres campos elegidos al azar por pocillo y se analizó el largo 
total de las estructuras formadas por campo y el número de puntos de unión que 
subdividen una zona vascular en regiones menores (Johnson C y col, 2004). 
 
 
3.2.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Los resultados se expresaron como la media ± EEM (error estándar de la 
media) y para cada resultado n indica el número de cultivos utilizados. Se calcularon 
la media y la desviación estándar de cada variable para cada tratamiento.  
Para la evaluación de los resultados que se presentan en este trabajo de 
tesis, se utilizaron los siguientes test estadísticos: 
- El t-test de Student para comparar dos grupos experimentales ante el 
agregado de un determinado agonista o antagonista. 
- El análisis de la varianza (ANOVA de un factor) y el test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples entre los diferentes grupos ante 
el agregado de un determinado agonista o inhibidor. 
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- El análisis de la varianza para medidas repetidas (ANOVA de dos factores). 
En los casos donde se no se encontró interacción entre los dos factores, se 
aplicó el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples 
respecto de los efectos principales. En los casos donde se ensayó y se 
encontró interacción entre los factores, se informó la interacción y se 
analizaron los efectos simples mediante el test a posteriori de Bonferroni 
para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés. 
 
Se utilizó el software Prism 5 (Graph Pad Software, Inc., San Diego CA, USA) 
para el análisis estadístico. 
 
  
Capítulo 3: La célula endotelial 
3.3. RESULTADOS 
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PROTOCOLO I: ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C 
SOBRE LA CÉLULA ENDOTELIAL 
 
 
3.3.1. EVALUACIÓN DEL SISTEMA DEL ÓXIDO NÍTRICO 
 
Con el objetivo de estudiar el efecto del CNP sobre el sistema del NO, se 
evaluó el efecto del agregado in vitro de CNP sobre la producción de NO en la célula 
endotelial, y sobre la expresión proteica de la isoforma endotelial de la NOS. 
También se analizó la participación del receptor natriurético NPR-C. 
 
 
Determinación de la producción de óxido nítrico en las células endoteliales 
 
Mediante el empleo de la sonda DAF-FM diacetato se evaluó la producción 
de NO en la célula endotelial ante el agregado de CNP a distintos tiempos de 
incubación. 
Los resultados se muestran en la Figura 3.2. Se puede observar que el CNP 
induce un aumento significativo de la producción de NO a partir de los 30 minutos 
de tratamiento, y dicho aumento es máximo en las células endoteliales, luego de las 
dos horas de incubación con el péptido. 
Además, en presencia de L-NAME, un inhibidor no selectivo de la NOS, no se 
observan cambios en la producción de NO a los distintos tiempos de incubación, 
respecto del tiempo inicial. Este resultado verifica que los cambios medidos en la 
producción del NO al agregar CNP al medio de cultivo, están relacionados con la 
actividad de la enzima NOS (Figura 3.2). 
 
Para evaluar la participación del receptor natriurético NPR-C en el efecto de 
CNP sobre la producción de NO, se agregó al medio de cultivo cANP(4-23). En la Figura 
3.2 se puede observar que, si bien el agregado de este agonista selectivo, aumenta 
significativamente la producción de NO ya a partir de los 10 minutos de tratamiento 
en las células endoteliales, cuando comparamos los valores máximos alcanzados 
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(CNP2h = 266,5 ± 16,1; cANP(4-23)1h = 246,3 ± 18,8; ns), observamos que este 
incremento en la producción de NO es similar para ambos péptidos, y se mantiene 
en los valores máximos hasta las dos horas de tratamiento. 
 
Figura 3.2 – Efecto del agregado de CNP sobre la producción de NO en HUVEC. 
 
 
 
Figura 3.2: Panel A: producción de óxido nítrico a distintos tiempos de incubación con CNP 
(10
-7
 M), L-NAME (inhibidor no selectivo de la óxido nítrico sintasa, 10
-4
 M) y/o cANP(4-23) 
(agonista selectivo del receptor natriurético tipo C, 10
-8
 M). Panel B: fotografías 
representativas para los distintos tratamientos a los 30 minutos de incubación (1440X). Los 
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resultados se expresan como media ± EEM; n = 8 cultivos por tratamiento y fueron analizados 
utilizando análisis de la varianza ANOVA de dos factores, interacción tratamiento x 
tiempo: p < 0,01; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés. * p < 0,001 vs 0’; 
^ p < 0,001 vs 10’; † p < 0,01 vs 30’; ‡ p < 0,01 vs 1h; # p < 0,01 vs 2h. 
 
 
En la Figura 3.2 también se muestran imágenes representativas de las células 
endoteliales, obtenidas a los 30 minutos de incubación y bajo microscopio de 
fluorescencia, de un grupo control (células a las que sólo se las incubó con DAF-FM 
diacetato) y de los distintos tratamientos. Se puede observar el aumento en la 
intensidad de fluorescencia verde, característica de la sonda empleada, en las 
células que fueron tratadas con CNP y con el agonista selectivo del receptor NPR-C, 
y como este efecto revierte en presencia de L-NAME. 
 
 
Efecto del CNP sobre la expresión proteica de la óxido nítrico sintasa en la 
célula endotelial 
 
Para evaluar si el aumento observado en la producción de NO al agregar CNP 
al medio de cultivo, se debe a un posible aumento en la fosforilación de la isoforma 
endotelial de la NOS o en la expresión proteica de la enzima, se realizaron estudios 
de Western blot para eNOS en las células HUVEC. 
Los resultados se pueden observar en la Figura 3.3. En primer lugar se 
analizaron posibles cambios en los niveles de fosforilación de la isoforma eNOS en la 
posición reguladora Ser1177. Tal como se muestra en la Figura 3.3, a partir de los 15 
minutos de tratamiento se observa que ambos péptidos, CNP y cANP(4-23) inducen 
un aumento similar en los niveles de fosforilación de la enzima en las células 
endoteliales, que es máximo a los 30 minutos, y se mantiene aún a las 24 horas de 
tratamiento. 
Al evaluar los cambios en el contenido proteico de la eNOS, como era de 
esperar no se observaron cambios a los 15 o a los 30 minutos de tratamiento, con 
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CNP o con el agonista selectivo del receptor NPR-C. Sin embargo, con ambos 
péptidos se observó a las 24 horas de tratamiento, un aumento en la expresión 
proteica de la eNOS en las células endoteliales. 
 
Estos resultados indican que el CNP, a través de su interacción con el 
receptor natriurético NPR-C, podría inducir la estimulación temprana de la eNOS 
mediante el aumento de la fosforilación en Ser1177, mientras que a largo plazo la 
activación del receptor NPR-C podría aumentar la producción de NO por un 
aumento en el contenido de la enzima en las células HUVEC. 
 
Figura 3.3 – Efecto del agregado de CNP sobre la expresión proteica de la 
eNOS en HUVEC. Análisis densitométrico para los anticuerpos anti-eNOS-
PSer1177 y anti-eNOS. 
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Figura 3.3: Panel A: niveles de fosforilación de la isoforma endotelial de la óxido nítrico sintasa 
(eNOS) en la posición reguladora Ser1177, cada banda fue normalizada con la expresión de la 
eNOS corrida en el mismo gel y se expresa en unidades arbitrarias. Panel B: niveles de 
expresión proteica de la isoforma endotelial de la enzima óxido nítrico sintasa, cada banda 
fue normalizada con la expresión del marcador β-actina corrido en el mismo gel y se expresa 
en unidades arbitrarias. Tratamientos: CNP (10-7 M); cANP(4-23) (agonista selectivo del receptor 
natriurético tipo C, 10
-8
 M). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los 
resultados se expresan como media ± EEM; n = 8 cultivos por tratamiento y fueron analizados 
utilizando análisis de la varianza (ANOVA) de dos factores, seguido del test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples. Factor tratamiento: efecto significativo (* p < 0,001 
vs Control); factor tiempo: efecto significativo († p < 0,01 vs 15’; ‡ p < 0,01 vs 30’); interacción 
tratamiento x tiempo: efecto no significativo.  
 
 
3.3.2. EVALUACIÓN DEL SISTEMA DE PROSTAGLANDINAS 
 
Para evaluar el posible efecto del CNP sobre otros factores vasoactivos 
liberados por las células endoteliales, se determinó la producción de prostanoides 
mediante la técnica de inmunoensayo enzimático (EIA) y la expresión proteica de 
distintas enzimas involucradas en su síntesis mediante Western blot, en la célula 
endotelial. También se evaluó la participación del receptor natriurético NPR-C y del 
sistema del NO en estos efectos. 
 
 
Determinación de la producción de prostaciclina en las células endoteliales 
 
Además del NO, uno de los factores vasoactivos liberado por las células 
endoteliales más importante por su efecto vasodilatador, antiproliferativo sobre el 
músculo liso vascular y antiagregante plaquetario, es la PGI2 (Gomberg-Maitland M 
y Olschewski H, 2008).  
Se muestran los resultados obtenidos luego de 24 horas de incubación con 
los distintos tratamientos, ya que no fue posible cuantificar los niveles de PGI2 en el 
medio de cultivo a tiempos menores de incubación mediante EIA. Se empleó 
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indometacina, un inhibidor no selectivo de la enzima ciclooxigenasa, para verificar 
que la producción de PGI2 medida, es específica de la COX. 
El efecto del agregado de CNP sobre la producción de PGI2 en las células 
endoteliales se muestra en la Figura 3.4. El CNP estimuló la producción de la 
prostaciclina en las células HUVEC luego de 24 horas de tratamiento. El bloqueo de 
la NOS con L-NAME no indujo cambios en el efecto del CNP sobre la producción de 
PGI2. Además, al evaluar la participación del receptor natriurético NPR-C en el 
efecto de CNP sobre la producción de esta prostaglandina, observamos que el 
agregado de cANP(4-23) no induce cambios en los niveles de PGI2 presentes en el 
medio de cultivo de las células endoteliales, indicando que este receptor no 
participaría en el efecto del CNP sobre la producción de prostaciclina. 
 
Figura 3.4 – Efecto del agregado de CNP sobre la producción de PGI2 en 
HUVEC. 
 
 
 
Figura 3.4: Producción de PGI2 en la célula endotelial. Tratamientos: CNP (10
-7
 M), Indo: 
indometacina (10
-5
 M), L-NAME (inhibidor no selectivo de la NOS, 10
-4
 M) y/o cANP(4-23) 
(agonista selectivo del receptor natriurético tipo C, 10-8 M). Todos los experimentos se 
realizaron por triplicado. Los resultados se expresan como media ± EEM; n = 8 cultivos por 
tratamiento y fueron analizados utilizando análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. * p < 0,01 vs Control; ^ p < 0,01 vs 
CNP. 
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Determinación de la producción de tromboxano A2 en las células 
endoteliales 
 
Por otra parte, se analizó el efecto del CNP sobre la producción de TXA2 en 
las células endoteliales mediante EIA. 
La Figura 3.5 muestra los resultados obtenidos luego de 24 horas de 
incubación con los distintos tratamientos. El tratamiento con CNP no induce 
cambios en los niveles de TXA2 presentes en el medio de cultivo celular, así como 
tampoco se observan diferencias en la producción de este tromboxano cuando se 
incuban las células endoteliales con el agonista selectivo del receptor natriurético 
NPR-C. 
 
Figura 3.5 – Efecto del agregado de CNP sobre la producción de TXA2 en 
HUVEC. 
 
 
 
Figura 3.5: Producción de TXA2 en la célula endotelial. Tratamientos: CNP (10
-7 M), Indo: 
indometacina (10-5 M), L-NAME (inhibidor no selectivo de la NOS, 10-4 M) y/o cANP(4-23) 
(agonista selectivo del receptor natriurético tipo C, 10
-8
 M). Todos los experimentos se 
realizaron por triplicado. Los resultados se expresan como media ± EEM; n = 8 cultivos por 
tratamiento y fueron analizados utilizando análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test a 
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posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. * p < 0,01 vs Control; ^ p < 0,01 vs 
CNP. 
 
 
Efecto del CNP sobre la expresión proteica de las isoformas 1 y 2 de la 
enzima ciclooxigenasa en la célula endotelial 
 
Con el objetivo de evaluar si el aumento observado en la producción de 
prostaciclina se debe a un posible aumento en el contenido proteico de las enzimas 
responsables de su síntesis, se realizaron estudios de Western blot para COX-1 y 
COX-2 en las células endoteliales. 
En la Figura 3.6 se pueden observar los resultados obtenidos del análisis 
densitométrico para los anticuerpos anti-COX-1 y anti-COX-2. El tratamiento 
durante 24 horas con CNP no indujo cambios en la expresión de las distintas 
isoformas de la COX, indicando que los cambios observados en la producción de 
PGI2 no se deberían a cambios en el contenido proteico de estas enzimas. 
 
Figura 3.6 – Efecto del tratamiento con CNP sobre la expresión proteica de las 
ciclooxigenasas en HUVEC. Análisis densitométrico para los anticuerpos anti-
COX-1 y anti-COX-2. 
 
 
 
Figura 3.6: Panel A: niveles de expresión proteica de la isoforma 1 de la ciclooxigenasa (COX-
1), cada banda fue normalizada con la expresión del marcador β-actina corrido en el mismo 
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gel y se expresa en unidades arbitrarias. Panel B: niveles de expresión proteica de la isoforma 
2 de la ciclooxigenasa (COX-2), cada banda fue normalizada con la expresión del marcador β-
actina corrido en el mismo gel y se expresa en unidades arbitrarias. Tratamiento: CNP (24 
horas, 10
-7
 M). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados se expresan 
como media ± EEM; n = 8 cultivos por tratamiento y fueron analizados utilizando el test de 
Student para comparaciones entre dos grupos; no significativo. 
 
 
Efecto del CNP sobre la expresión proteica de la enzima prostaciclina 
sintasa en la célula endotelial 
 
Para evaluar si el aumento observado en la producción de PGI2 luego del 
tratamiento de las células endoteliales con CNP, se debe a un posible efecto del 
péptido sobre la expresión proteica de la PGIS, se determinó el contenido de esta 
enzima mediante la técnica de Western blot en las células HUVEC. 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.7. El agregado de CNP 
en el medio de cultivo no modificó los niveles proteicos de la PGIS, indicando que la 
expresión de esta enzima no se ve afectada por el péptido en las células 
endoteliales. 
 
Figura 3.7 – Efecto del tratamiento con CNP sobre la expresión proteica de la 
PGIS en HUVEC. Análisis densitométrico para el anticuerpo anti-PGIS. 
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Figura 3.7: Niveles de expresión proteica de la PGIS, cada banda fue normalizada con la 
expresión del marcador β-actina corrido en el mismo gel y se expresa en unidades arbitrarias. 
Tratamiento: CNP (24 horas, 10-7 M). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los 
resultados se expresan como media ± EEM; n = 8 cultivos por tratamiento y fueron analizados 
utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos; no significativo. 
 
 
3.3.3. ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DEL CNP EN LA FUNCIÓN ENDOTELIAL 
 
Evaluación del ciclo celular en las células endoteliales 
 
La proliferación celular se evaluó mediante la incorporación de ioduro de 
propidio y el posterior análisis, mediante citometría de flujo, de las fases del ciclo 
celular en las células endoteliales tratadas con CNP durante 24 horas. Se analizó, 
además, la posible participación del sistema del NO y/o del receptor natriurético 
NPR-C. 
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.1. El tratamiento con 
CNP aumenta la población celular en las fases de síntesis y de división celular, 
disminuyendo el porcentaje en las fases G0 y G1, y estos efectos son similares 
cuando se trata las células HUVEC con el agonista selectivo del receptor NPR-C, 
indicando su participación en el efecto proliferativo del CNP. Por otra parte, al 
evaluar la participación del sistema del NO en este efecto, se observó una 
disminución parcial del efecto del CNP sobre la proliferación celular. 
En la Figura 3.8 se muestran las imágenes obtenidas mediante citometría de 
flujo, donde pueden observarse las poblaciones celulares que se encuentran en las 
fases G0 y G1, en la fase S o en las fases G2 y M, representadas mediante los gráficos 
de frecuencia de eventos. 
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Tabla 3.1 – Efecto del tratamiento durante 24 horas con CNP sobre la 
proliferación de las células endoteliales. 
 
 Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
CNP+L-NAME 
(n=6) 
cANP(4-23) 
(n=6) 
Fase G0+G1 
(%) 
73,8 ± 3,2 22,3 ± 2,0* 33,1 ± 2,1*^ 19,3 ± 2,4* 
Fase S 
(%) 
3,2 ± 1,1 39,0 ± 2,5* 38,5 ± 2,8* 39,9 ± 3,4* 
Fase G2+M 
(%) 
7,1 ± 1,6 38,3 ± 3,0* 25,6 ± 2,2*# 37,7 ± 2,3* 
 
Tabla 3.1: Poblaciones celulares en las fases G0+G1, S y G2+M. Tratamientos durante 24 horas 
con: CNP (10
-7
 M), L-NAME (inhibidor no selectivo de la NOS, 10
-4
 M) y/o cANP(4-23) (agonista 
selectivo del receptor natriurético tipo C, 10
-8
 M). Los resultados se expresan como media ± 
EEM, y fueron analizados utilizando análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. * p < 0,001 vs Control; # p < 0,01 vs 
CNP; ^ p < 0,05 vs CNP. 
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Figura 3.8 – Imágenes representativas de las poblaciones en las distintas 
etapas del ciclo celular evaluadas mediante citometría de flujo luego del 
tratamiento con CNP en HUVEC. 
 
 
 
Figura 3.8: Histogramas de las poblaciones celulares en las fases G0+G1, S y G2+M. Panel A: 
Histograma de la población celular del grupo control. Panel B: Histograma de la población 
celular del grupo tratado con CNP (10-7 M). Panel C: Histograma de la población celular del 
grupo tratado con CNP (10-7 M) + L-NAME (inhibidor no selectivo de la NOS, 10-4 M). Panel D: 
Histograma de la población celular del grupo tratado con cANP(4-23) (agonista selectivo del 
receptor natriurético tipo C, 10-8 M). 
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Viabilidad y muerte celular programada en respuesta al CNP 
 
Se determinó mediante el empleo de citometría de flujo, la población de 
células intactas viables (Anexina V-FITC negativo + PI negativo), células en apoptosis 
temprana (Anexina V-FITC positivo + PI negativo), células apoptóticas en fases 
tardías (Anexina V-FITC negativo + PI positivo) y células necróticas (Anexina V-FITC 
positivo + PI positivo), con el objetivo de evaluar el impacto del tratamiento durante 
24 horas con CNP sobre la viabilidad y la apoptosis de las células endoteliales. 
En la Tabla 3.2 se puede observar que el tratamiento con CNP no induce 
cambios sobre el porcentaje de células HUVEC viables o apoptóticas. Tampoco se 
observan diferencias cuando las células son incubadas simultáneamente con CNP y 
L-NAME, o cuando son tratadas con el agonista selectivo del receptor NPR-C.  
En la Figura 3.9 se muestran las imágenes representativas obtenidas 
mediante citómetro de flujo, donde puede observarse una población de células 
analizadas de acuerdo con los parámetros de granulosidad y tamaño (SSC y FSC 
respectivamente), y el análisis posterior de esa población de acuerdo con los 
marcadores fluorescentes empleados (Anexina V-FITC y PI). 
 
Tabla 3.2 – Efecto del tratamiento durante 24 horas con CNP sobre la 
apoptosis celular en HUVEC. 
 
 Control 
(n=5) 
CNP 
(n=5) 
CNP+L-NAME 
(n=5) 
cANP(4-23) 
(n=5) 
Viables 
(%) 
74,4 ± 3,1 74,9 ± 1,7 77,3 ± 3,0 76,2 ± 2,7 
Apoptosis temprana 
(%) 
14,2 ± 1,6 13,7 ± 0,5 12,0 ± 1,7 12,2 ± 1,3 
Apoptosis tardía 
(%) 
9,8 ± 1,5 10,3 ± 1,3 9,0 ± 1,3 9,9 ± 1,5 
Necrosis 
(%) 
0,7 ± 0,3 0,3 ± 0,1  0,8 ± 0,2 0,7 ± 0,2 
 
Tabla 3.2: Poblaciones celulares en las fases G0 y G1, fase S o fases G2 y M. Tratamientos 
durante 24 horas con: CNP (10-7 M), L-NAME (inhibidor no selectivo de la NOS, 10-4 M) y/o 
cANP(4-23) (agonista selectivo del receptor natriurético tipo C, 10
-8 M). Los resultados se 
expresan como media ± EEM; n = 5 cultivos por tratamiento y fueron analizados utilizando 
 C
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análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test a posteriori de Bonferroni para 
comparaciones múltiples; no significativo. 
 
 
Figura 3.9 – Imágenes representativas de las poblaciones obtenidas mediante 
citometría de flujo luego del tratamiento con CNP en HUVEC. 
 
 
 
Figura 3.9: Panel A: Población de células HUVEC Control, analizada según SSC y FSC. Panel B: 
Población celular obtenida en A, analizada en función de la fluorescencia para FITC-C y PI. 
Paneles C, D, E y F: Células HUVEC tratada con CNP (10-7 M); L-NAME (inhibidor no selectivo 
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de la enzima NOS, 10-4 M); CNP (10-7 M) + L-NAME (10-4 M); y cANP(4-23) (agonista selectivo del 
receptor NPR-C, 10-8 M), respectivamente. En los paneles B, C, D, E y F se observa en el 
cuadrante inferior izquierdo las células viables (violeta), en el cuadrante inferior derecho las 
células en apoptosis temprana (azul), en el cuadrante superior derecho las células en etapas 
de apoptosis tardía (rojo), y en el cuadrante superior izquierdo, las células necróticas (verde). 
 
 
Evaluación de la adhesión celular en respuesta al CNP 
 
Con el objetivo de evaluar si, además de los cambios observados en la 
liberación de NO y PGI2 en las células endoteliales, el tratamiento durante 24 horas 
con CNP induce cambios sobre la adhesión de las células endoteliales, se determinó 
el número de células adheridas a placas recubiertas con fibronectina. También se 
evaluó la posible participación del sistema del NO y del receptor natriurético NPR-C 
en dicho efecto. 
En la Figura 3.10 se puede observar que el CNP disminuye el porcentaje de 
células adherentes respecto del control. Se ensayó el efecto de la inhibición de la 
NOS sobre la adherencia de las células, no observándose diferencias respecto del 
control. Sin embargo, en presencia de L-NAME, no se observa el efecto del CNP 
sobre la adhesión celular (Figura 3.10). Además, la incubación de las células con el 
agonista selectivo del receptor NPR-C no induce cambios en la adherencia de las 
células endoteliales. 
Estos resultados sugieren que el péptido, por un mecanismo dependiente 
del receptor NPR-B, pero que depende del NO, es capaz de modular la adhesión en 
las células HUVEC. 
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Figura 3.10 – Efecto del tratamiento durante 24 horas con CNP sobre el 
número de células endoteliales adherentes. 
 
 
 
Figura 3.10: Porcentaje de células endoteliales adherentes. Tratamientos durante 24 horas 
con: CNP (10-7 M), L-NAME (inhibidor no selectivo de la NOS, 10-4 M) y/o cANP(4-23) (agonista 
selectivo del receptor natriurético tipo C, 10-8 M). Todos los experimentos se realizaron por 
triplicado. Los resultados se expresan como media ± EEM; n = 8 cultivos por tratamiento y 
fueron analizados utilizando análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples. * p < 0,01 vs Control; ^ p < 0,01 vs CNP. 
 
 
Efecto del CNP sobre la formación de estructuras vasculares 
 
Se evaluó si el tratamiento con CNP induce cambios sobre la formación de 
estructuras capilares y se analizó además la posible participación del sistema del NO 
y del receptor natriurético NPR-C. 
En la Figura 3.11 se puede observar que el tratamiento de las células 
endoteliales con CNP durante 24 horas, disminuye parcialmente la longitud de las 
estructuras capilares formadas, y al analizar el número de puntos de unión, el 
péptido también disminuye parcialmente este parámetro. 
El bloqueo del sistema del NO con L-NAME, revierte los efectos del CNP 
sobre la formación de estructuras capilares en la matriz tridimensional. 
Además, el tratamiento de las células HUVEC con el agonista selectivo del 
receptor NPR-C no modifica significativamente la longitud total de las estructuras 
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pero disminuye el número de puntos de unión en forma similar a lo observado con 
el CNP. 
En la Figura 3.12 se muestran imágenes representativas de los efectos de los 
distintos tratamientos sobre las células endoteliales. 
 
Figura 3.11 – Efecto del tratamiento durante 24 horas con CNP sobre la 
formación de estructuras vasculares. 
 
 
 
Figura 3.11: Panel A: Formación de estructuras vasculares en células HUVEC Control luego de 
8 horas de incubación en matriz Matrigel. Panel B: Número de puntos de unión de las 
estructuras capilares formadas en matriz Matrigel. Las células HUVEC fueron previamente 
tratadas durante 24 horas e incubadas en la matriz con: CNP (10-7 M); CNP (10-7 M) + L-NAME 
(inhibidor no selectivo de la enzima NOS, 10
-4
 M); y cANP(4-23) (agonista selectivo del receptor 
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NPR-C, 10-8 M). Se realizó un control negativo de la formación de estructuras capilares en 
cada cultivo, incubando las células HUVEC además en presencia de SU6668 (10-5 M). Los 
resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando análisis de la 
varianza (ANOVA) seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. * 
p < 0,001 vs Control; ^ p < 0,01 vs Control; † p < 0,01 vs CNP. 
 
 
Figura 3.12 – Fotografías representativas del efecto del tratamiento durante 24 
horas con CNP sobre la formación de estructuras capilares. 
 
 
 
Figura 3.12: Fotografías representativas de la formación de estructuras vasculares (400X). Panel 
A: Formación de estructuras vasculares en células HUVEC Control luego de 8 horas de incubación 
en matriz Matrigel. Panel B: Células HUVEC incubadas en presencia de SU6668 (10-5 M), como 
control negativo de la formación de estructuras capilares. Paneles C, D y E: Células HUVEC 
previamente tratadas durante 24 horas e incubadas en la matriz con CNP (10
-7
 M); CNP (10
-7
 M) + 
L-NAME (inhibidor no selectivo de la enzima NOS, 10
-4
 M); y cANP(4-23) (agonista selectivo del 
receptor NPR-C, 10
-8
 M), respectivamente. 
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PROTOCOLO I: ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C 
SOBRE LA CÉLULA ENDOTELIAL 
 
 
 El tratamiento con CNP induce el aumento de la producción de NO en las 
células endoteliales, a partir de los 30 minutos de tratamiento y este 
efecto se revierte cuando se bloquea la actividad de la NOS. Se observa 
un aumento similar de la producción de NO, cuando las células 
endoteliales son tratadas con el agonista selectivo del receptor 
natriurético NPR-C, si bien este incremento se observa a tiempos más 
tempranos. 
 
 La fosforilación de la isoforma endotelial de la NOS en la posición 
reguladora Ser1177, aumenta en forma similar ante el agregado de CNP o 
de cANP(4-23), alcanzando los niveles máximos luego de los 30 minutos de 
tratamiento. Además, a las 24 horas de tratamiento se observa el 
aumento del contenido proteico de eNOS con ambos péptidos. 
 
 El tratamiento durante 24 horas con CNP incrementa los niveles del PGI2 
en el medio de cultivo, sin inducir cambios en la producción de TXA2. Este 
efecto del CNP, no revierte frente al agregado de L-NAME. La activación 
del receptor natriurético NPR-C, tampoco induce cambios sobre la 
producción de estas prostaglandinas, en las células endoteliales. 
 
 No se observan cambios en la expresión proteica de las enzimas 
involucradas en la síntesis de prostaglandinas, COX-1, COX-2 y PGIS, 
frente al tratamiento con CNP. 
 
 Por otra parte, el tratamiento con CNP durante 24 horas induce el ciclo 
celular en las HUVEC, y se observa un aumento similar en aquellas que 
fueron tratadas con cANP(4-23). La inhibición de la NOS disminuye 
 C
ap
ít
u
lo
 3
: L
a 
cé
lu
la
 e
n
d
o
te
lia
l 
109 
 
parcialmente el efecto del CNP sobre la proliferación de las células 
endoteliales. 
 
 Al evaluar la viabilidad y la apoptosis basal en las células endoteliales, se 
observa que el CNP no induce cambios sobre el porcentaje de células que 
se encuentran en las fases temprana o tardía de la apoptosis. 
 
 Por otra parte, el tratamiento durante 24 horas con CNP, disminuye la 
adhesión de las células endoteliales, y este efecto no se observa cuando 
las células son tratadas con CNP, previa inhibición de la NOS. La activación 
del receptor NPR-C no induce cambios sobre el número de células 
adherentes. 
 
 El tratamiento con CNP disminuye la formación de estructuras capilares 
en las células HUVEC, disminuyendo la longitud y los puntos de unión que 
se forman al incubar las células en una matriz que permite el desarrollo 
de estructuras tridimensionales. Estos efectos son revertidos cuando 
previamente se inhibe la actividad de la NOS. La activación del receptor 
NPR-C presenta efectos similares a los observados con el CNP, aunque no 
disminuye la longitud de las estructuras formadas. 
  
Capítulo 3: La célula endotelial 
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El endotelio vascular sintetiza y libera numerosas sustancias vasoactivas que 
mantienen la integridad de la pared vascular. Entre sus diversas funciones, y bajo 
condiciones fisiológicas, las células endoteliales regulan el flujo sanguíneo, median 
respuestas inflamatorias, participan en el remodelado vascular y modulan la 
respuesta a sustancias con acciones endocrinas, paracrinas y autocrinas, además de 
actuar como una barrera que media el pasaje de sustancias desde y hacia el 
torrente sanguíneo (Triggle CR y col, 2012). 
Se ha propuesto que el CNP sintetizado y liberado por el endotelio vascular, 
participa en la regulación del tono vascular mediante la apertura de canales de 
potasio (Chauhan SD y col, 2003; Garcha RS y Hughes AD, 2006; Simon A y col, 2009) 
y la activación del sistema del NO vascular (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 
2010). Por otra parte, el CNP también participaría en el remodelado vascular 
mediante sus acciones antiproliferativas, antiinflamatorias y antiapoptóticas sobre 
las células de la pared vascular (Furuya M y col, 1991; Morishige K y col, 2000; 
Kiemer AK y col, 2002; Ma J y col, 2010; Khambata RS y col, 2011).  
Teniendo en cuenta estos antecedentes, resultó importante estudiar los 
efectos del CNP sobre la liberación de sustancias vasoactivas por el endotelio y su 
consecuente efecto sobre la función de las células endoteliales. 
Los resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo de Tesis, 
muestran que el CNP promueve la producción de NO y PGI2, dos importantes 
factores involucrados en la homeostasis vascular, y modula procesos celulares como 
la proliferación, la adhesión y la angiogénesis, confirmando el importante papel de 
este péptido en el mantenimiento de la integridad del endotelio. 
 
 
En estudios previos realizados en modelos animales, demostramos que 
tanto el agregado in vitro como la infusión aguda de CNP, induce el aumento de la 
actividad de la eNOS, a través de la activación del receptor NPR-C y la proteína Gi, 
en la arteria aorta torácica (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 2010). Además 
existe evidencia que muestra que el CNP puede aumentar los niveles de NO en las 
células endoteliales. Rautureau y colaboradores encontraron que los productos 
finales del metabolismo del NO, se encuentran aumentados en el medio de cultivo 
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de las células endoteliales luego de 24 horas de tratamiento con CNP (Rautureau Y y 
col, 2010). 
Los resultados obtenidos en esta primera parte, muestran que el CNP 
aumenta la producción de NO en las células HUVEC. La activación del receptor 
natriurético NPR-C sería responsable de dicho efecto, ya que observamos un 
incremento similar en la producción de NO al incubar las células endoteliales con el 
agonista selectivo del receptor NPR-C. Si bien, la incubación de las células con 
cANP(4-23) induce el aumento  en la producción de NO a tiempos más tempranos en 
comparación con el CNP, esta diferencia probablemente se deba a la alta 
selectividad del cANP(4-23) por el receptor NPR-C, mientras que el CNP presenta 
mayor afinidad por el receptor NPR-B (Suga S y col, 1992; Barr CS y col, 1996). De 
acuerdo con los resultados obtenidos previamente, el receptor NPR-B no se 
encontraría involucrado en los efectos del CNP sobre el sistema del NO (Costa MA y 
col, 2007; Caniffi C y col, 2010). 
 
En las células endoteliales, la actividad de la isoforma endotelial de la NOS es 
la principal fuente de NO y la actividad de esta enzima puede ser regulada por 
diversos mecanismos, entre ellos la fosforilación y desfosforilación de múltiples 
residuos de Ser, Thr y Tyr (Mount PF y col, 2007). La fosforilación de la eNOS en la 
posición reguladora Ser1177, aumenta la sensibilidad de la enzima al calcio, y la 
mantiene activada independientemente de la concentración intracelular de este ión 
(McCabe TJ y col, 2000). Previamente observamos que la infusión aguda de CNP 
durante 1 hora en ratas, promueve la fosforilación de la posición reguladora 
Ser1177 en el ventrículo izquierdo (Caniffi C y col, 2010). Sin embargo, Andrade y 
colaboradores no encontraron cambios en la fosforilación de eNOS-PSer1177 en la 
arteria aorta de ratas normotensas ante el agregado in vitro de CNP (Andrade FA y 
col, 2014). 
En este trabajo evaluamos los efectos del CNP sobre la expresión proteica de 
la eNOS y los niveles de eNOS-PSer1177 a distintos tiempos de incubación en las 
células HUVEC. Tiempos cortos de incubación con el péptido promueven la 
fosforilación de la enzima sin observarse cambios en su contenido proteico, 
encontrándose a los 30 minutos la mayor fosforilación de la eNOS. Mientras que a 
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las 24 horas de tratamiento, se observa además del aumento de la fosforilación, un 
incremento en el contenido total de eNOS en las células endoteliales humanas. De 
acuerdo con los resultados obtenidos al evaluar la producción de NO en las HUVEC, 
la activación del receptor natriurético NPR-C sería responsable de estos efectos 
sobre la eNOS. En este sentido, observamos que el agregado de cANP(4-23) induce un 
aumento similar en los niveles de fosforilación de la posición Ser1177 y del 
contenido proteico de la enzima. Estos resultados sugieren entonces que el 
aumento de NO, observado luego de tratar las células endoteliales con CNP, se 
encuentra mediado por la activación del receptor NPR-C y la fosforilación de la 
eNOS a corto plazo, mientras que a tiempos mayores, también participaría el 
aumento de la expresión proteica de la eNOS. 
 
El aumento de la producción de NO en las células endoteliales inducido por 
el CNP, podría ejercer de efectos beneficiosos sobre la pared vascular. El NO 
promueve la relajación del músculo liso de la vasculatura a través de la activación 
de la sGC y el aumento de cGMP (Hirata M y col, 1990; Bian K y col, 2008) y posee 
además propiedades antitrombóticas, antiinflamatorias, antiproliferativas y 
antioxidantes (Li L y col, 2009; Mangge H y col, 2014). Por otra parte, dado que los 
efectos del CNP están mediados por la eNOS, y no por la isoforma inducible de esta 
enzima, (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 2010), esto asegura que la producción 
de NO inducida por el CNP pueda ser modulada, por ejemplo, por los niveles de 
calcio intracelular (Förstermann U y Sessa WC, 2012), y no se alcancen niveles 
citotóxicos de este gas radical, que dañen a las células endoteliales y/o a las células 
del MLV (Kröncke KD y col, 1991; Wink DA y col, 1991; Fehsel K y col, 1993). 
 
 
Además del sistema del NO, los derivados del AA son otro importante 
sistema involucrado en la regulación de la homeostasis de la pared vascular 
(Moncada S, 2006). La PGI2 posee acción vasodilatadora y antiagregante plaquetaria 
por aumento de los niveles intracelulares de cAMP, además de estimular la 
movilización de fosfoinosítidos y modular la vía de MAPK (Simmons DL y col, 2004; 
Félétou M y Vanhoutte PM, 2006; Majed BH y Khalil RA, 2012). Por otro lado, el 
 C
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TXA2 estimula la agregación plaquetaria y la contracción del MLV, además de inducir 
la expresión de proteínas de adhesión en la superficie de las células endoteliales 
(Okon EB y col, 2002; Huang JS y col, 2004; Nakahata N, 2008). 
La disponibilidad de endoperóxidos de PG tiene un papel fundamental en la 
producción de PGI2 y TXA2 y en el balance entre ambos derivados. Previamente se 
ha descripto que el CNP puede modular negativamente la producción de 
endoperóxidos de PGs en macrófagos a través de la activación del receptor NPR-C, 
si bien estudios in vivo demuestran que la activación de este receptor natriurético 
promueve efectos opuestos (Kiemer AK y col, 2002). Teniendo en cuenta la 
controversia de estos antecedentes, se evaluaron los efectos del CNP sobre la 
síntesis y liberación de derivados del AA en las HUVEC. 
El CNP no indujo cambios en la producción de TXA2, mientras que 
observamos un importante aumento en la producción de PGI2 cuando las células 
son tratadas durante 24 horas con el péptido. Además, los resultados obtenidos en 
el presente trabajo, muestran que este efecto sería independiente de la activación 
del sistema del NO y/o del receptor natriurético NPR-C. 
 
La síntesis de derivados del AA en el endotelio vascular es consecuencia de la 
acción de diversas enzimas como la PLA2, la COX, la LOX y el sistema de citocromos 
que se encuentran en los distintos compartimentos celulares (Simmons DL y col, 
2004; Campbell WB y Falck JR, 2007). Las isoformas 1 y 2 de la COX están presentes 
en las células endoteliales, y son responsables de la formación de los endoperóxidos 
de PGs, entre ellos la PGH2, a partir de los que se obtienen PGI2 y TXA2 (Simmons DL 
y col, 2004). Además de la COX, la PGIS es la enzima responsable de la síntesis de 
PGI2, y ambas resultan clave en el balance entre los prostanoides vasodilatadores y 
vasoconstrictores sintetizados en las células endoteliales. En este sentido, se ha 
demostrado que la disminución de la actividad de la PGIS o el aumento de la 
actividad de la COX, estimula la producción de PGs vasoconstrictoras (Camacho M y 
col, 1998). 
 
Por lo tanto, se evaluó el efecto del CNP sobre la expresión proteica de las 
isoformas 1 y 2 de la COX y la PGIS, en las células endoteliales. De acuerdo con los 
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resultados que obtuvimos en las HUVEC, el tratamiento con CNP durante 24 horas 
promueve el aumento de los niveles de PGI2 en el medio extracelular, sin inducir 
cambios en el contenido proteico de la COX-1 o COX-2. Al evaluar los efectos del 
CNP sobre la expresión proteica de la PGIS, tampoco se observan diferencias en la 
expresión proteica de esta enzima. Estos resultados sugieren que el CNP podría 
inducir modificaciones post-transduccionales en estas enzimas, o incluso regular la 
actividad de otras enzimas que participan en la síntesis de PGs, y así promover la 
liberación de PGI2 en las células endoteliales. 
 
Existe evidencia sobre distintos mecanismos que podrían estar involucrados 
en la regulación de la actividad y/o expresión de las enzimas COX y PGIS. Caughey y 
colaboradores mostraron que la inducción de la COX-2 frente a la injuria del 
endotelio vascular resulta en un aumento de la síntesis de PGI2, sin modificar los 
niveles de TXA2, y favorece un estado anti-trombótico en las células HUVEC 
(Caughey GE y col, 2001). Sin embargo, nosotros no encontramos diferencias en la 
expresión de COX-2 y esta diferencia podría deberse a que, Caughey GE y 
colaboradores  evaluaron los niveles de PGI2 y TXA2 luego de la inducción de las 
células HUVEC con una citoquina proinflamatoria como es la IL-1β (Caughey GE y 
col, 2001), mientras que en el presente trabajo, evaluamos los niveles de ambos 
derivados en las células endoteliales quiescentes. 
Además, la sobreexpresión de COX-2 inducido por IL-1β en las células 
endoteliales, estimula el aumento de los niveles intracelulares de PGH2, prostanoide 
precursor de diversas PGs que no puede ser completamente transformado en PGI2, 
y promueve entonces el aumento de los niveles de PGD2 y PGE2 por conversión no 
enzimática. La inactivación que sufre la PGIS luego de estimular las células HUVEC 
con IL-1β y el aumento de ambos prostanoides, PGD2 y PGE2, promueve una mayor 
acción vasoconstrictora de los derivados del AA de las células endoteliales 
(Camacho M y col, 1998). 
También se ha observado que la PGIS puede sufrir modificaciones post-
traduccionales, como la nitración de residuos Tyr en distintas posiciones que 
disminuyen su actividad (Schmidt P y col, 2003; Hein TW y col, 2009). El bloqueo de 
la NOS revierte la inhibición de la PGIS que promueve la IL-1β (Camacho M y col, 
 C
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1998), pero probablemente la isoforma involucrada en este mecanismo sea la iNOS, 
ya que el NO o el anión superóxido per se, no son capaces de inhibir a la PGIS (Zou 
MH y col, 1998), lo que explicaría por qué la estimulación de la actividad de la 
isoforma endotelial de la NOS observada en los experimentos con DAF-FM 
diacetato, no participa en el efecto del CNP sobre la producción de PGI2.  
 
Por otra parte, la movilización del AA desde los lípidos de la membrana 
celular puede aumentar la producción de PGI2 sin observarse cambios en la 
expresión de la COX (Camacho M y col, 1998; Tan X y col, 2011). Existen dos 
isoformas intracelulares de la enzima PLA2 que movilizan el AA desde la membrana. 
La actividad de la cPLA2 puede ser modulada positivamente por fosforilación y 
aumento de la concentración de calcio intracelular (Félétou M y col, 2010). El CNP 
podría modular la actividad de esta enzima a través de estos mecanismos, 
induciendo el aumento de los niveles de PGI2 en el medio de cultivo de las células 
endoteliales. Como no fue posible cuantificar los niveles de PGI2 o de TXA2 a 
menores tiempos de incubación de las células en presencia o ausencia de CNP, no 
es posible determinar si existen diferencias en los niveles de estos prostanoides a 
tiempos menores a las 24 horas, que puedan sustentar la existencia de mecanismos 
de regulación post-traduccional en las distintas enzimas involucradas. Más aún, 
resulta importante estudiar la relevancia de este efecto in vivo dado que estudios 
realizados en humanos muestran que la inhibición de la síntesis de PGs no induce 
cambios en el efecto vasodilatador de CNP en individuos sanos (Honing MLH y col, 
2001). 
 
 
Las células endoteliales no sólo regulan la homeostasis vascular mediante la 
liberación de sustancias vasoactivas, sino que también participan activamente en 
diversos procesos clave, como el desarrollo vascular, la angiogénesis y el 
remodelado vascular. De este modo mantienen la integridad de la pared vascular y 
la de los tejidos que estos vasos irrigan. 
El endotelio vascular tiene una tasa de recambio baja, estimada en 
aproximadamente 3 años, ya que las células endoteliales presentan una capacidad 
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limitada de división celular y, en última instancia, entran en un estado de detención 
del crecimiento irreversible, denominado senescencia (Foreman KE y Tang J, 2003). 
Las células senescentes son metabólicamente activas, pero su morfología se 
encuentra alterada, expresan enzimas asociadas con la senescencia como la β-
galactosidasa (SA-β-gal) y presentan acortamiento de los telómeros (Brandes RP y 
col, 2005). Varios procesos, tales como lesión endotelial, la cicatrización de heridas 
o la angiogénesis inducen la proliferación endotelial. Dichos procesos podrían verse 
alterados en presencia de un endotelio vascular senescente. 
 
 
En el presente trabajo observamos que el CNP estimula el ciclo celular en las 
HUVEC, aumentando la población de células que se encuentran en las fases S y 
G2+M, y este efecto es similar cuando las células se incuban con cANP(4-23), agonista 
selectivo del receptor natriurético NPR-C. De acuerdo con nuestros resultados, 
Khambata y colaboradores mostraron que tanto el CNP como el cANP(4-23) inducen 
la proliferación celular en células endoteliales de la microvasculatura pulmonar, y el 
bloqueo del receptor NRP-C revierte el efecto de ambos péptidos. Además, en los 
cultivos de células endoteliales de la microvasculatura pulmonar de ratones 
knockout para el receptor NPR-C, observaron que el efecto proliferativo del CNP se 
encuentra disminuido con respecto a las células endoteliales provenientes de 
ratones controles (Khambata RS y col, 2011). También se ha propuesto que el 
efecto proliferativo del CNP en las células endoteliales depende del aumento de 
expresión de Ki-67, un marcador de la proliferación celular, y de la activación de la 
proteína Gi, la fosforilación de ERK 1/2 y el consecuente aumento de los niveles de 
ciclina D1, un promotor del ciclo celular (Itoh T y col, 2004; Khambata RS y col, 
2011). 
Nuestros resultados muestran además que la inhibición del sistema del NO 
disminuye parcialmente el efecto del CNP sobre el ciclo celular en HUVEC. Existe 
evidencia que demuestra que la inhibición de la expresión de eNOS en células 
endoteliales de aorta, disminuye la población celular en las fases G1 y la 
proliferación de estas células, además de aumentar la expresión de la enzima SA-β-
Gal (Hsieh TC y col, 2010; Chicione LG y col, 2011; Yan L y col, 2013). Por lo tanto, 
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dado que el CNP estimula la expresión proteica de la eNOS y su fosforilación, el 
aumento de la producción de NO inducido por el péptido puede contribuir, al 
menos en parte, en su efecto proliferativo.  
 
También la apoptosis, una muerte celular programada genéticamente, está 
implicada en la regulación del número de células bajo condiciones fisiológicas y 
patológicas. La apoptosis está asociada con eventos morfológicos y biológicos 
distintivos, que culminan con la fragmentación de la célula en cuerpos apoptóticos y 
su fagocitosis, evitando la liberación de compuestos tóxicos (Kerr JFR y col, 1972). 
En células endoteliales de arteria aorta de ratas Wistar, se observó que el 
CNP induce la apoptosis celular por un mecanismo dependiente de la activación del 
receptor natriurético NPR-B y el aumento de los niveles intracelulares de cGMP 
(Suenobu N y col, 1999). También se observó que el aporte de NO exógeno induce 
la apoptosis en estas células en condiciones basales (Suenobu N y col, 1999). Sin 
embargo, Dimmeler y colaboradores mostraron que el NO a dosis más bajas, 
suprime la apoptosis inducida por el TNF-α a través de la inhibición de caspasa-
3/caspasa-1, ambas enzimas pro-apoptóticas (Dimmeler S y col, 1997). 
Si bien nuestros resultados muestran que el CNP aumenta la producción de 
NO, el CNP no induce cambios en la apoptosis basal de las células HUVEC y tampoco 
se observan diferencias al inhibir el sistema del NO. Por otra parte, otros estudios 
muestran que el CNP también protege del daño apoptótico inducido por diversos 
factores (Itoh T y col, 2004; Ma J y col, 2010), indicando un posible papel regulador 
del CNP en este proceso celular que depende de las condiciones a las que se 
encuentren expuestas las células endoteliales. 
Por lo tanto, aunque no encontramos diferencias en el proceso de apoptosis 
basal frente al agregado de CNP en el medio de cultivo, resultaría importante 
estudiar los efectos in vivo de este péptido sobre el fenotipo anti- o pro-apoptótico 
del endotelio vascular, que podría variar en distintas situaciones patológicas, ya que 
la presencia de injuria parece impactar en el efecto del CNP sobre este proceso y la 
viabilidad celular. 
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Por otra parte, cuando evaluamos la adhesión celular ante al agregado de 
CNP, observamos que el péptido disminuye la adhesión de las células endoteliales y 
este efecto es revertido al inhibir la actividad de la NOS con L-NAME. La menor 
adhesión de las células HUVEC tratadas con CNP podría deberse a una menor 
liberación de factores involucrados en los procesos de adhesión celular o a la menor 
expresión de moléculas de adhesión. 
Estudios previos demostraron que el CNP previene el infiltrado de células 
inmunes y la agregación plaquetaria, mediante la disminución de PAI-1, un inhibidor 
del sistema de plasminógeno (Itoh T y col, 2004). Se demostró que el CNP disminuye 
además el efecto protrombótico de la trombina por un mecanismo que involucraría 
la activación del sistema del NO y la disminución de selectina P (Ahluwalia A y col, 
2004b; Ahluwalia A y col, 2004c). Además, Qian JY y colaboradores demostraron 
que el CNP disminuye in vivo la expresión de las moléculas de adhesión celular 
ICAM-1 y VCAM-1, en arteria carótida de conejo, y el bloqueo del sistema del NO 
revierte este efecto (Qian JY y col, 2002), lo que podría explicar por qué en 
presencia de L-NAME no se observa el efecto anti-adherente del CNP en las células 
HUVEC. 
Diversos estudios muestran la participación del sistema del NO y el aumento 
de cGMP en el proceso de adhesión celular, modulándolo positiva o negativamente 
(Murohara T y col, 1999; Chigaev A y col, 2011; Quian J y Fulton DJ, 2012). Qian y 
Fulton demostraron que el NO regula la expresión de moléculas de adhesión en 
células endoteliales humanas de arteria aorta. Sin embargo, la síntesis endógena de 
NO, es insuficiente para modular este proceso en las células, siendo necesarias 
cantidades extremadamente elevadas de NO (Qian J y Fulton DJ, 2012). Estos 
hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis al 
evaluar la adhesión celular frente al agregado de cANP(4-23). La activación del 
receptor natriurético NPR-C y el consecuente aumento de la actividad de la eNOS, 
no inducen cambios en la adhesión de las células HUVEC. No obstante, encontramos 
que el agregado de CNP disminuye la adhesión de las células endoteliales humanas, 
probablemente debido al aumento de los niveles intracelulares de cGMP inducido 
por la activación del receptor NPR-B, que sería potenciado por la activación de la vía 
NO/cGMP, ya que el L-NAME revierte este efecto. 
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La disminución de la expresión y fosforilación de la eNOS, el aumento de la 
expresión de proteínas de adhesión y la mayor apoptosis celular, se encuentran 
asociados a la disfunción, a la senescencia y a la pérdida de la integridad de las 
células endoteliales (Rippe C y col, 2012). Por lo tanto, los efectos observados luego 
del tratamiento de las células HUVEC con CNP, sugieren que este péptido podría 
tener un importante papel beneficioso en la regulación de la función endotelial, 
manteniendo la integridad de las células endoteliales. 
 
 
Además de las funciones evaluadas, las células endoteliales participan 
activamente en la angiogénesis, proceso mediante el cual se forman nuevos vasos a 
partir de vasos existentes. El mismo, se diferencia de la vasculogénesis, término que 
se emplea para definir la formación de vasos a partir de angioblastos o células 
progenitoras endoteliales (Félétou M, 2011; Udan RS y col, 2013). Se han descripto 
cinco eventos clave durante la angiogénesis, en primer lugar, la señalización célula-
célula inicia la formación de nuevos vasos. En segundo lugar, un subconjunto de 
células endoteliales conforman un punto de ramificación, y extienden lamelipodios 
y filopodios en el espacio avascular. En tercer lugar, las células endoteliales 
yuxtapuestas proliferan y proporcionan más células para extender el vaso en 
formación. En cuarto lugar, el nuevo vaso impulsa el crecimiento del tejido 
perpendicular al eje del vaso principal y por último, los brotes individuales se 
anastomosan con otros vasos (Udan RS y col, 2013). 
La formación de nuevos vasos puede ser iniciada por distintos factores pro-
angiogénicos que participan en el desarrollo, la reparación y la homeostasis 
vascular. En los últimos años, se encontró que numerosas patologías se asocian a un 
exceso o a un déficit en el proceso de angiogénesis, entre ellas la ineficiente 
revascularización post-isquémica, las úlceras, la retinopatía diabética y el cáncer 
(Del Ry S y col, 2013; Udan RS y col, 2013). Numerosos factores de crecimiento 
poseen actividad angiogénica, entre ellos el TGF-β, el TNF-α, el factor de 
crecimiento insulino-simil-1 (IGF-1) y el factor de crecimiento del endotelio vascular 
(VEGF) (Félétou M, 2011). El VEGF es fundamental en este proceso y existe 
evidencia que demuestra que el VEGF inhibe la secreción de CNP en las células 
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endoteliales (Doi K y col, 1996), sugiriendo la participación de este péptido en la 
regulación del proceso de angiogénesis. Además, Del Ry y colaboradores proponen 
que altas concentraciones de CNP podrían aumentar los niveles de VEGF, 
promoviendo la revascularización en el miocardio infartado. Sin embargo, dosis de 
CNP similares a las empleadas en el presente trabajo de Tesis disminuyen la 
liberación de este factor de crecimiento (Del Ry S y col, 2013). 
Por otra parte, el VEGF estimula la producción de NO en las células 
endoteliales, y este sería uno de los mecanismos involucrados en la formación de 
nuevos vasos inducida por dicho factor de crecimiento (Murohara T y col, 1999; 
Kruzliak P y col, 2013). Por lo tanto, se evaluó el efecto del tratamiento con CNP en 
las células HUVEC sobre la formación de estructuras capilares y la posible 
participación del sistema del NO. 
 
Al analizar la longitud de las estructuras tubulares y los puntos de unión en 
las células endoteliales tratadas con CNP durante 24 horas, se observó que el 
péptido disminuye ambos parámetros. Este efecto es similar cuando se incuban las 
células con el agonista del receptor NPR-C, mientras que es revertido al bloquear la 
actividad de la NOS. El efecto modulador negativo del CNP sobre la liberación de 
VEGF, podría ser uno de los mecanismos involucrados en estos efectos 
antiangiogénicos del péptido (Del Ry S y col, 2013). 
Yamahara y colaboradores, postulan que el CNP tendría un efecto positivo 
sobre la angiogénesis in vivo, mediante la activación de la vía NPR-B/cGMP 
(Yamahara K y col, 2003). Sin embargo, en un estudio reciente se demostró que el 
endotelio de los nuevos vasos sobreexpresan el receptor natriurético NPR-C y 
también se encontraron aumentados los niveles de este receptor en el MLV 
sometido a isquemia, por lo que sugieren que este receptor podría servir como 
biomarcador del proceso de angiogénesis pudiendo ser útil en la terapia contra el 
cáncer (Liu Y y col, 2011). El aumento de la expresión del receptor NPR-C podría ser 
el resultado de la disminución de los niveles de CNP en las células endoteliales que 
participan en la formación de nuevos vasos inducida por los factores angiogénicos 
(Doi K y col, 1996; Félétou M, 2011). 
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En lo últimos años se han desarrollado terapias anti-tumorales que incluyen 
el tratamiento de los pacientes con inhibidores de la vía de señalización del VEGF, 
con el objetivo de disminuir la irrigación de los tumores y así, su crecimiento. Sin 
embargo, de acuerdo a las guías del Joint National Committee on Prevention, 
Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure (JNC7), estudios 
recientes del National Cancer Institute muestran que aproximadamente el 20 % de 
los pacientes tratados con inhibidores de VEGF desarrollan hipertensión arterial 
(Nazer B y col, 2011). Se postula que uno de los mecanismos involucrados en el 
desarrollo de altos niveles de presión arterial en los pacientes tratados con estos 
inhibidores podría deberse a la disminución de la biodisponibilidad del NO inducida 
por la inhibición del VEGF (Robinson ES y col, 2010; Nazer B y col, 2011). Además, 
Pedram y colaboradores demostraron que la activación del receptor natriurético 
NPR-C disminuye la formación de tubos capilares inducida por VEGF. Asimismo, 
ellos no encontraron diferencias en la longitud basal de estas estructuras, 
probablemente debido a diferencias en el origen de las células endoteliales 
empleadas, ya que ellos utilizaron de la arteria aorta porcina (Pedram A y col, 2001). 
 
Estos hallazgos muestran que el CNP podría modular la formación de 
estructuras capilares en la terapia contra el cáncer. Este efecto podría estar 
relacionado con la menor adhesión de las células endoteliales y, a su vez, al 
aumentar la actividad del sistema del NO, el CNP podría mantener los niveles 
adecuados de este factor vasoactivo. 
El desarrollo de nuevos estudios in vivo, con el objetivo de probar esta 
hipótesis, podría permitir el avance de nuevas estrategias terapéuticas con una 
menor incidencia de efectos adversos como la hipertensión arterial, en estos 
pacientes. 
 
 
Por lo tanto, los resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo de 
Tesis, sustentan la hipótesis del efecto beneficioso del CNP sobre la integridad 
endotelial. El péptido no sólo promueve el aumento de la producción de NO y PGI2, 
importantes factores que participan en la regulación de la homeostasis vascular, 
 C
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sino que también modula procesos celulares como la proliferación, la adhesión y la 
angiogénesis. El estudio de los efectos del CNP sobre el endotelio, y sobre la pared 
vascular en su conjunto, permitiría conocer la relevancia de este péptido en la 
fisiología del sistema vascular y su potencial efecto beneficioso sobre la disfunción 
endotelial característica de la hipertensión arterial.  
  
CAPÍTULO 4 
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PROTOCOLO II: ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INVOLUCRADOS EN EL EFECTO 
VASODILATADOR DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C EN RATAS WISTAR 
NORMOTENSAS Y EN RATAS ESPONTÁNEAMENTE HIPERTENSAS 
 
 
4.1.1. ANIMALES 
 
En todos los experimentos se utilizaron ratas macho adultas, de 14 semanas 
de edad, de las cepas: 
- Wistar, endocriadas, con un peso corporal comprendido entre 290 y 340 g. 
- Espontáneamente hipertensas (SHR) endocriadas, con un peso corporal 
comprendido entre 280 y 330 g. 
 
Los animales fueron mantenidos en un ambiente con temperatura y humedad 
controladas, con ciclos automáticos de luz y oscuridad de 12/12 horas y 
alimentados con una dieta estándar (Nutrimentos Purina) y agua ad libitum, en el 
bioterio de la Cátedra de Fisiología de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, 
Universidad de Buenos Aires. 
Los animales utilizados fueron tratados de acuerdo con los lineamientos de la 
American Heart Association sobre el uso de animales de investigación. 
 
Los protocolos experimentales fueron diseñados de acuerdo a las 
recomendaciones para el uso de animales de laboratorio del Instituto Nacional de 
Salud (Human Care and Use of Laboratory Animals, National Research Council, 
National Institutes of Health, Publication No. 86-23, Washington, DC, 1985, Revisión 
1996) y bajo la disposición 6344/96 de la Administración Nacional de 
Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT). Los procedimientos 
experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética de la Facultad de Farmacia 
y Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires. 
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4.1.2. REACTIVOS 
 
Nombre Origen 
Acetilcolina clorhidrato Sigma-Aldrich, USA 
Ácido ascórbico Merck, Argentina 
Ácido etilen-diamino-tetraacético disódico (EDTA) Sigma-Aldrich, USA 
Ácido etilen-glicol-tetraacético (EGTA) Sigma-Aldrich, USA 
Ácido4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine-etan-
sulfónico (HEPES) 
Sigma-Aldrich, USA 
[14C]L-arginina clorhidrato (actividad específica: 360 
mCi/mmol) 
Perkin Elmer Life and 
Analytical Sciences, 
Boston, USA 
Bicarbonato de sodio Anedra, Argentina 
Cloruro de bario Sigma-Aldrich, USA 
Cloruro de calcio dihidrato Anedra, Argentina 
Cloruro de magnesio hexahidrato 
Laboratorios Cicarelli, 
Argentina 
Cloruro de potasio 
Laboratorios Cicarelli, 
Argentina 
Cloruro de sodio Anedra, Argentina 
Dimetilsulfóxido (DMSO) Sigma-Aldrich, USA 
Glibenclamida (Glib) Sigma-Aldrich, USA 
D-glucosa Sigma-Aldrich, USA 
Fenilefrina Sigma-Aldrich, USA 
Fosfato monobásico de sodio monohidrato Anedra, Argentina 
Hidróxido de sodio Anedra, Argentina 
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Nombre Origen 
Iberiotoxina (IbTx) Sigma-Aldrich, USA 
Icatibant acetato (HOE-140) Sigma-Aldrich, USA 
Indometacina (Indo) Sigma-Aldrich, USA 
Nω-Nitro-L-arginina metil éster clorhidrato (L-
NAME) 
Sigma-Aldrich, USA 
1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ) Sigma-Aldrich, USA 
Péptido natriurético atrial fragmento des-(Gln18, 
Ser19, Gly20, Leu21, Gly22)-ANP 4-23 (cANP4-23) 
Sigma-Aldrich, USA 
Péptido natriurético tipo C (CNP) Sigma-Aldrich, USA 
Resina Dowex AG50W-X8 Bio Rad, USA 
Sulfato de magnesio heptahidrato Anedra, Argentina 
Tetraetilamonio clorhidrato (TEA) Sigma-Aldrich, USA 
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PROTOCOLO II: ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INVOLUCRADOS EN EL EFECTO 
VASODILATADOR DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C EN RATAS WISTAR 
NORMOTENSAS Y EN RATAS ESPONTÁNEAMENTE HIPERTENSAS 
 
 
4.2.1. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
Ratas Wistar y SHR, de 14 semanas de edad, fueron sacrificadas por 
decapitación y se extrajo rápidamente la porción descendente de la arteria aorta 
torácica. La arteria aorta se colocó en solución Krebs fría, se removió 
cuidadosamente el tejido conectivo y se obtuvieron anillos de 3 a 5 mm de espesor. 
Para los experimentos en los que se evalúa el efecto vasodilatador del CNP 
independiente de endotelio, los anillos son denudados removiendo mecánicamente 
el endotelio con un raspador. 
Los segmentos obtenidos de arteria aorta se suspendieron en solución Krebs 
gasificada con 95 % de O2 y 5 % de CO2 a 37 ± 1°C y pH=7,4; utilizando un sistema de 
baño de órgano aislado en donde los anillos son estabilizados durante 60 minutos 
ajustando a una tensión basal de 1 g entre un soporte fijo y otro móvil que se 
encuentra conectado a un transductor de fuerza (TRI201, rango ± 25 g, PanLab SL) y 
las mediciones fueron registradas con un polígrafo (Fisiógrafo modular Power Lab, 
ADInstruments). Los datos obtenidos se procesaron con un programa de adquisición 
de datos (PowerLab 8/30 and Labchart, Australia). Durante este período de 
estabilización, la solución Krebs se renovó cada 15 minutos y en caso de ser 
necesario la tensión se reajustó a 1 g. 
La composición de la solución Krebs fue: NaCl 118 mM; KCl 4,7 mM; NaHCO3 
25 mM; NaH2PO4.H2O 1,13 mM; CaCl2.2H2O 2,55 mM; MgCl2.6H2O 1,15 mM; D-
glucosa 11,1 mM; EDTA disódico 0,004 mM; ácido ascórbico 0,11 mM. 
 
Al finalizar el período de estabilización, se evaluó la capacidad de 
contracción del músculo liso vascular cambiando la solución Krebs por una solución 
Krebs enriquecida con K+, cuya composición es: NaCl 32,8 mM; KCl 90 mM; NaHCO3 
25 mM; NaH2PO4.H2O 1,13 mM; CaCl2.2H2O 2,55 mM; MgCl2.6H2O 1,15 mM; D-
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glucosa 11,1 mM; EDTA disódico 0,004 mM; ácido ascórbico 0,11 mM. 
Posteriormente, se lavaron los anillos hasta alcanzar nuevamente la tensión basal 
con solución Krebs y se evaluó la integridad del endotelio agregando acetilcolina 
(agonista de los receptores colinérgicos M, 10-6 - 10-5 M) en anillos pre-contraídos 
con fenilefrina (agonista selectivo de los receptores adrenérgicos α1, 10
-10 - 10-5 M). 
Se descartaron los anillos con una respuesta máxima a acetilcolina menor al 70 %. 
Nuevamente se realizaron lavados con solución Krebs hasta alcanzar la tensión 
basal de 1 g. 
 
 
4.2.2. EVALUACIÓN DE LOS MECANISMOS DEPENDIENTES DE ENDOTELIO 
INVOLUCRADOS EN EL EFECTO VASODILATADOR DEL CNP 
 
Estudios de reactividad vascular 
 
- Fundamento 
Los bioensayos de reactividad vascular fueron ampliamente utilizados por el 
premio Nobel John Vane y permitieron conocer el efecto de diversos fármacos 
sobre la síntesis de PGs, sustancias vasoactivas sintetizadas en la pared vascular 
(Vane J y col, 1998). Mediante el montaje de anillos de arteria en baño de órgano 
aislado, Furchgott y Zawadzky también mostraron la dependencia del endotelio en 
la relajación inducida por acetilcolina (Furchgott RF y Zawadzki JV, 1980). El 
endotelio vascular, lejos de ser simplemente una barrera que separa el espacio 
intravascular del músculo liso vascular, cumple diversas funciones en la regulación 
de la homeostasis vascular liberando numerosos factores, entre ellos factores 
vasodilatadores como el NO, la PGI2 y la BK, entre otros (Gryglewski RJ y col, 2002; 
Ahluwalia A y Hobbs AJ, 2005; Félétou M y Vanhoutte PM, 2006). 
 
- Metodología 
Se midió entonces la tensión isométrica (g) utilizando un transductor de 
fuerza ante el agregado de concentraciones crecientes de CNP (10-12 M a 10-6 M) o 
del agonista selectivo del receptor natriurético NPR-C (cANP(4-23), 10
-15 M a 10-7 M), 
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en anillos pre-contraídos con fenilefrina (10-6 M - 10-5 M). También se midió la 
tensión isométrica ante el agregado de CNP o cANP(4-23) luego de incubar los anillos 
durante 30 minutos con: 
- Nω-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, inhibidor no selectivo de la 
enzima óxido nítrico sintasa, 10-4 M). 
- 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ, inhibidor de la enzima 
guanilil ciclasa soluble, 10-5 M). 
- Indometacina (Indo, inhibidor no selectivo de la enzima ciclooxigenasa, 10-5 
M). 
- Icatibant acetato (HOE-140, antagonista competitivo de los receptores de 
bradicinina B2, 10-3 M). 
 
Las concentraciones utilizadas de los distintos inhibidores y antagonistas 
fueron seleccionadas de acuerdo a las concentraciones empleadas en la literatura 
(Brunner F y Wölkart G, 2001; Ajay M y col, 2007; Liang CF y col, 2010). 
La respuesta vasodilatadora se expresa como la tensión obtenida luego del 
agregado de CNP o cANP(4-23) respecto a la tensión máxima alcanzada con 
fenilefrina, en porcentaje. De cada animal se obtuvieron 3 anillos de arteria aorta 
torácica y se realizó un solo experimento en cada anillo de aorta. 
 
 
Determinación de la actividad de la óxido nítrico sintasa 
 
Se determinó la actividad de la NOS en los anillos de arteria aorta, con y sin 
endotelio, de las ratas Wistar y SHR que son sometidos a condiciones similares a las 
descriptas en 4.2.1. 
 
- Metodología 
Una vez que se verifica la integridad o la ausencia del endotelio, se contraen 
los anillos con fenilefrina (10-6 M - 10-5 M) y se agrega CNP a la concentración que 
produce el 50 % de la respuesta máxima vasodilatadora en presencia de [14C] L-
arginina - HCl como sustrato y se incuba hasta alcanzar el máximo efecto del CNP. A 
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continuación, los anillos se colocaron en solución buffer Stop conteniendo HEPES 20 
mM, EDTA 0.5 mM, EGTA 0.5 mM, pH 5,5; y el tejido fue homogeneizado 
(homogeneizador Pro 200, Pro Scientific Inc. Oxford, CT, USA), centrifugado a 
10.000 rpm por 10 minutos y el sobrenadante se pasó por una columna 
conteniendo 1 mL de resina Dowex AG 50W-X8 (forma Na+), hidratada con buffer 
Stop, eluyendo con 2 mL de agua destilada. La cantidad de [14C]L-citrulina generada 
se determinó con un contador de centelleo líquido (Wallac 1414 WinSpectral), y los 
resultados se expresaron como (pmol/g tej.min) (Rosignoli F y Pérez Leirós C, 2002; 
Costa MA y col, 2004). 
 
 
4.2.3. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INDEPENDIENTES DE ENDOTELIO 
INVOLUCRADOS EN EL EFECTO VASODILATADOR DEL CNP 
 
Estudios de reactividad vascular 
 
Mediante el montaje de anillos de arteria aorta torácica a los que 
previamente se les quitó el endotelio, se evaluó si el CNP tiene efectos directos 
sobre el músculo liso vascular. 
 
- Metodología 
Los anillos de arteria aorta provenientes de ratas Wistar y SHR fueron 
denudados e incubados durante 30 minutos con: 
- Tetraetilamonio clorhidrato (TEA, bloqueante no selectivo de los canales de 
potasio, 10-3 M). 
- BaCl2 (bloqueante de los canales de potasio con rectificación interna (Kir), 
3x10-5 M). 
- Glibenclamida (Glib, bloqueante de los canales de potasio sensibles a ATP 
(KATP), 3x10
-6 M). 
- Iberiotoxina (IbTx, bloqueante de los canales de potasio activados por 
calcio (BCaK), 3x10-8 M). 
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Posteriormente se midió la tensión isométrica ante el agregado de 
concentraciones crecientes de CNP (10-12 M - 10-6 M) o cANP(4-23) (10
-15 M - 10-7 M) 
en los anillos pre-contraídos con fenilefrina (10-6 M - 10-5 M). 
Las concentraciones utilizadas de los distintos inhibidores y antagonistas 
fueron seleccionadas de acuerdo a las concentraciones empleadas en la literatura 
(Wei CM y col, 1994; Chrissobolis S y Sobey CG, 2002; Villar IC y col, 2007; Liang CF y 
col, 2010). La respuesta vasodilatadora se expresa como la tensión obtenida luego 
del agregado de CNP o cANP(4-23) respecto de la tensión máxima alcanzada con 
fenilefrina, en porcentaje. De cada animal se obtuvieron 3 anillos de arteria aorta 
torácica y se realizó un solo experimento en cada anillo de aorta. 
 
 
4.2.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Los resultados se expresaron como la media ± EEM (error estándar de la 
media) y para cada resultado, n indica el número de ratas utilizadas. Se calcularon la 
media y la desviación estándar de cada variable para cada grupo de animales.  
Los valores de las respuestas de la reactividad vascular a CNP o cANP(4-23) se 
analizaron mediante regresión no lineal para las diferentes curvas analizadas. La 
concentración del agonista que produce el 50 % de la respuesta máxima (CE50) se 
determinó después de la transformación logit de las curvas normalizadas de 
concentración-respuesta, y los resultados se expresaron como el logaritmo negativo 
(pCE50) de la media de los valores individuales de cada variable para cada grupo. Se 
consideró el efecto vasodilatador máximo (Rmax) como la máxima amplitud 
alcanzada en las curvas de concentración-respuesta para el CNP o el cANP(4-23). 
 
Para la evaluación de los resultados se utilizaron los siguientes test 
estadísticos: 
- El t-test de Student para comparar dos grupos experimentales ante el 
agregado de un determinado agonista o antagonista. 
- El análisis de la varianza (ANOVA de un factor) y el test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples entre los diferentes grupos ante 
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el agregado de un determinado agonista, inhibidor, bloqueante o 
antagonista. 
- Para realizar el análisis entre las ratas Wistar normotensas y las SHR, 
también se empleó ANOVA de dos factores, donde uno de los factores fue 
la ausencia o presencia de hipertensión arterial (Wistar o SHR, 
respectivamente) y el otro factor el tratamiento de los anillos de arteria 
aorta. En los casos donde se no se encontró interacción entre los dos 
factores, se aplicó el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones 
múltiples respecto de los efectos principales. En los casos donde se ensayó 
y se encontró interacción entre los dos factores, se informó la interacción y 
se analizaron los efectos simples mediante el test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés. 
 
Se utilizó el software Prism 5 (Graph Pad Software, Inc., San Diego CA, USA) 
para el análisis estadístico. 
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PROTOCOLO II: ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INVOLUCRADOS EN EL EFECTO 
VASODILATADOR DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C 
EN RATAS WISTAR NORMOTENSAS 
 
 
4.3.1. EVALUACIÓN DE LOS MECANISMOS DEPENDIENTES DE ENDOTELIO 
INVOLUCRADOS EN EL EFECTO VASODILATADOR DEL CNP 
 
Respuesta máxima al CNP y potencia vasodilatadora del péptido en Wistar 
 
El efecto vasodilatador del CNP se encuentra bien documentado, si bien se 
postulan diversos mecanismos que mediarían dicho efecto de acuerdo al lecho 
vascular considerado y la especie estudiada (Chauhan SD y col, 2003; Hobbs A y col, 
2004; Simon A y col, 2009). 
Para evaluar el efecto del CNP dependiente de endotelio, sobre el tono 
vascular, se estudió el efecto del agregado de concentraciones crecientes del 
péptido en anillos de arteria aorta de ratas Wistar, pre-contraídos con fenilefrina 
10-6 – 10-5 M, en presencia de un endotelio intacto y en ausencia del mismo.  
La Figura 4.1 muestra los resultados obtenidos. Como era de esperar, se 
observa el efecto vasodilatador del CNP, que alcanza una relajación máxima de 
aproximadamente el 80 % respecto de la contracción máxima obtenida con 
fenilefrina, en los anillos de arteria aorta torácica, con endotelio intacto, en las ratas 
Wistar. 
Además se observa en la Figura 4.1 que, en los anillos de arteria aorta sin 
endotelio, tanto la respuesta máxima al CNP como la potencia vasodilatadora del 
péptido, se encuentran disminuidas. 
Dadas las diferencias observadas entre los anillos que presentan endotelio y 
aquellos que no, se estudiaron los mecanismos dependientes de endotelio 
involucrados en el efecto vasodilatador del CNP en la arteria aorta torácica de las 
ratas Wistar. 
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Figura 4.1 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta pre-contraídos con fenilefrina. 
 
 
 
Figura 4.1: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. E: arteria con endotelio intacto; NoE: arteria sin 
endotelio; Rmax: respuesta máxima obtenida ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, 
logaritmo negativo de la concentración molar que produce el 50 % de la respuesta máxima. 
Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando regresión no 
lineal y test de Student para comparaciones entre dos grupos. * p < 0,01 vs E. 
 
 
Evaluación de la participación del sistema del óxido nítrico en el efecto 
vasodilatador del CNP 
 
En estudios in vitro realizados en el laboratorio previamente, se observó que 
el CNP estimula la actividad de la enzima NOS en la arteria aorta de ratas macho 
Wistar normotensas de 16 semanas de edad (Costa MA y col, 2007). Para verificar 
dicho efecto sobre la actividad de la enzima en la arteria aorta torácica de las ratas 
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macho Wistar de 12 semanas de edad, se midió la actividad de la enzima NOS, 
mediante la técnica que utiliza [14C] L-arginina como sustrato. Se utilizaron anillos 
de arteria aorta pre-contraídos con fenilefrina a los que se les agregó CNP a la 
concentración que produce el 50 % de la respuesta vasodilatadora máxima (CE50). 
 
En la Figura 4.2 se puede observar el efecto del péptido sobre la actividad de 
la NOS. La actividad basal de la enzima es menor en los anillos de arteria aorta 
denudados, con respecto a aquellos que mantienen el endotelio intacto. Si bien el 
agregado de CNP, aumenta la actividad de la NOS en ambos anillos, este 
incremento en la actividad de la enzima inducido por el agregado de CNP, es menor 
en los anillos sin endotelio (Δ[(E+CNP)-E] = 85,9 ± 3,6; Δ[(NoE+CNP)-NoE] = 36,7 ± 3,4*; * p < 
0,001 vs Δ[(E+CNP)-E]), indicando que el péptido, a la CE50, induce una mayor 
activación de la NOS en los anillos con endotelio intacto. 
 
Figura 4.2 – Efecto del agregado de CNP sobre la actividad de la enzima NOS 
en la arteria aorta torácica de ratas Wistar. 
 
 
 
Figura 4.2: E: arteria con endotelio intacto; E+CNP: arteria con endotelio a la que se agregó 
CNP a la concentración que produce el 50 % de la respuesta máxima; NoE: arteria sin 
endotelio; NoE+CNP: arteria con endotelio a la que se agregó CNP a la concentración que 
produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM, n = 8 
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ratas, y fueron analizados utilizando análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. * p < 0,001 vs E; # p < 0,001 vs NoE. 
 
 
El NO promueve, en las células del MLV, el aumento de los niveles 
intracelulares de cGMP a través de la activación de una sGC. Posteriormente, el 
cGMP activa proteínas kinasas y finalmente induce la fosforilación de proteínas 
implicadas en la defosforilación de las cadenas livianas de la miosina, que es una 
condición previa para la relajación del MLV (Moncada S y col, 1991). 
Teniendo en cuenta que el CNP aumenta la actividad de la NOS en los anillos 
de arteria aorta, y con el objetivo de analizar la participación del sistema del NO en 
el efecto vasodilatador del CNP, se evaluó el efecto del agregado de 
concentraciones crecientes de CNP en anillos de arteria pre-contraídos con 
fenilefrina, que previamente fueron incubados con L-NAME, un inhibidor no 
selectivo de la enzima NOS, y/o con ODQ, un inhibidor de la enzima sGC. 
 
En la Figura 4.3 se puede observar que la respuesta vasodilatadora inducida 
por el CNP disminuyó, y en forma similar, ante la presencia del inhibidor de la 
enzima NOS y ante la presencia del inhibidor de la enzima sGC, en los anillos de 
arteria aorta con endotelio intacto de las ratas normotensas. 
El agregado previo y simultáneo de ambos inhibidores, L-NAME y ODQ, 
indujo una respuesta vasodilatora máxima similar a las obtenidas con cada inhibidor 
por separado, al agregar concentraciones crecientes de CNP en los anillos de arteria 
aorta de las ratas Wistar (RmaxL-NAME+ODQ = 57,01 ± 5,02 %; n = 6 ratas, ns vs RmaxL-
NAME o RmaxODQ). 
 
Además, tanto con L-NAME, como con ODQ, la disminución del efecto 
vasodilatador del CNP fue parcial en la arteria aorta de las ratas Wistar, alcanzando 
una respuesta vasodilatadora máxima similar a la obtenida en los anillos sin 
endotelio (RmaxL-NAME = 59,10 ± 2,91 %; RmaxODQ = 56,98 ± 5,70 %; RmaxNoE = 55,83 
± 7,33 %; ns) indicando que la vía de señalización NO/cGMP se encontraría 
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involucrada en el efecto vasodilatador del CNP mediado por el endotelio en las 
ratas Wistar. 
 
Figura 4.3 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta pre-contraídos con fenilefrina en presencia de L-NAME 
u ODQ. 
 
 
 
Figura 4.3: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. E: arteria con endotelio intacto; L-NAME: inhibidor 
no selectivo de la enzima NOS (10-4 M); ODQ: inhibidor de la enzima sGC (10-5 M); Rmax: 
respuesta máxima obtenida ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de 
la concentración molar que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se 
expresan como media ± EEM y fueron analizados utilizando regresión no lineal y análisis de la 
varianza (ANOVA) seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. * 
p < 0,01 vs E. 
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Evaluación de la participación del sistema de prostaglandinas en el efecto 
vasodilatador del CNP 
 
Al evaluar los efectos del CNP sobre la célula endotelial, observamos que el 
péptido induce la liberación de PGI2 al medio de cultivo en las células HUVEC, luego 
de 24 horas de tratamiento (Capítulo 3, sección 3.3.2.). Con el objetivo de estudiar 
la posible participación de este factor vasoactivo en el efecto vasodilatador del CNP 
dependiente de endotelio, se determinó la respuesta al péptido en anillos de arteria 
aorta con endotelio intacto en presencia de un inhibidor no selectivo de la COX, 
enzima responsable de la síntesis de prostaglandinas. 
 
Los resultados se muestran en la Figura 4.4. La curva obtenida mediante el 
agregado de concentraciones crecientes de CNP y realizada en presencia de 
indometacina, no muestra diferencias respecto de la curva obtenida para el CNP en 
ausencia de este inhibidor de COX. Podemos observar que tanto la respuesta 
máxima al CNP como la potencia del mismo, resultaron similares, en los anillos de 
arteria aorta con endotelio de las ratas Wistar. 
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Figura 4.4 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta pre-contraídos con fenilefrina en presencia de 
indometacina. 
 
 
 
Figura 4.4: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10
-12
 M – 10
-6
 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. E: arteria con endotelio intacto; Indo: 
indometacina, inhibidor no selectivo de la enzima COX (10
-5
 M); Rmax: respuesta máxima 
obtenida ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración 
molar que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± 
EEM, y fueron analizados utilizando regresión no lineal y test de Student para comparaciones 
entre dos grupos, no significativo. 
 
 
Evaluación de la participación de la bradikinina en el efecto vasodilatador 
del CNP 
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La BK es uno de los principales estímulos para la liberación de NO y PGI2, 
ambas sustancias con efecto vasodilatador, en las células endoteliales a través de la 
activación de sus receptores de B2 (Mombouli JV y Vanhoutte PM, 1995; Gryglewski 
RJ y col, 2002). Para analizar la posible participación de este factor vasoactivo en la 
respuesta vasodilatadora inducida por el CNP, se agregaron concentraciones 
crecientes del péptido en presencia de HOE-140, un antagonista de los receptores 
B2 de BK. 
 
Figura 4.5 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta pre-contraídos con fenilefrina en presencia de HOE-
140. 
 
 
 
Figura 4.5: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10
-12
 M – 10
-6
 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. E: arteria con endotelio intacto; HOE-140: 
bloqueante de los receptores B2 de bradikinina (10
-3 M); Rmax: respuesta máxima obtenida 
ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración molar que 
produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM y 
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fueron analizados utilizando regresión no lineal y test de Student para comparaciones entre 
dos grupos, no significativo. 
 
 
En la Figura 4.5 se observa la curva obtenida con el agregado de 
concentraciones crecientes de CNP en ausencia y en presencia de HOE-140. El 
bloqueo de los receptores B2 no induce cambios en el efecto vasodilatador del CNP 
en los anillos de arteria aorta con endotelio intacto provenientes de ratas Wistar. 
 
 
Evaluación de la participación del receptor natriurético NPR-C en el efecto 
vasodilatador del CNP 
 
Previamente demostramos, en estudios in vitro, que el CNP estimula la 
actividad de la NOS a través de la activación del receptor NPR-C en la arteria aorta 
de ratas Wistar normotensas (Costa MA y col, 2007). 
 
Con el objetivo de comprobar si la activación del receptor NPR-C participa en 
el efecto vasodilatador dependiente de endotelio del CNP observado, se realizaron 
curvas de concentración-respuesta ante el agregado de concentraciones crecientes 
del agonista selectivo del receptor NPR-C, cANP(4-23), en arterias con endotelio 
intacto. 
La Figura 4.6 muestra las curvas obtenidas con CNP y ante el agregado del 
agonista selectivo del receptor NPR-C en anillos de arteria aorta pre-contraídos con 
fenilefrina. 
Se puede observar que el cANP(4-23) induce la relajación del MLV de la arteria 
aorta. La Rmax obtenida con este péptido es menor que con el CNP. Sin embargo, la 
potencia vasodilatadora del agonista selectivo del receptor NPR-C es mayor que la 
obtenida con el CNP, en la arteria aorta de ratas Wistar, probablemente por la 
mayor afinidad de este péptido sintético por el receptor NPR-C. 
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Figura 4.6 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de cANP(4-23) 
en anillos de arteria aorta pre-contraídos con fenilefrina. 
 
 
 
Figura 4.6: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M) o del agonista selectivo del receptor NPR-C (cANP(4-23),  10
-15 M – 10-9). Panel B: Rmax y 
pCE50 obtenidas de A. E: arteria con endotelio intacto; Rmax: respuesta máxima obtenida 
ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración molar que 
produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM y 
fueron analizados utilizando regresión no lineal y test de Student para comparaciones entre 
dos grupos, * p < 0,001 vs CNP. 
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concentraciones creciente de cANP(4-23) en presencia de L-NAME, en anillos de 
arteria aorta con endotelio intacto. También se realizaron curvas ante el agregado 
de este péptido en anillos previamente denudados. 
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Al evaluar si la relajación inducida por la activación del receptor NPR-C se 
encuentra mediada por la activación del sistema del NO, podemos observar en la 
Figura 4.7 que la presencia de L-NAME, inhibidor de la NOS, bloquea el efecto 
vasodilatador mediado por el cANP(4-23) en la arteria aorta. También se puede 
observar que, en ausencia de endotelio, la estimulación del receptor natriurético 
NPR-C no induce cambios en el estado contráctil de los anillos de arteria aorta 
(Figura 4.7), indicando que la activación de este receptor natriurético promueve la 
relajación del MLV de la arteria aorta mediante un mecanismo que depende del NO 
derivado del endotelio vascular en las ratas Wistar.  
 
Figura 4.7 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de cANP(4-23) 
en anillos de arteria aorta pre-contraídos con fenilefrina en presencia de L-
NAME o en ausencia de endotelio. 
 
 
 
Figura 4.7: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración del agonista selectivo 
del receptor NPR-C (cANP(4-23), 10
-15 M – 10-6). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. E: 
arteria con endotelio intacto; NoE: arteria sin endotelio; L-NAME: inhibidor no selectivo de la 
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enzima NOS (10-4 M); Rmax: respuesta máxima obtenida ante el agregado de cANP(4-23); 
pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración molar que produce el 50 % de la 
respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM y fueron analizados 
utilizando regresión no lineal. 
 
 
4.3.2. EVALUACIÓN DE LOS MECANISMOS INDEPENDIENTES DE ENDOTELIO 
INVOLUCRADOS 
 
Al evaluar la contribución del endotelio en el efecto vasodilatador del CNP 
observamos que, aún en ausencia del endotelio vascular, el péptido induce la 
relajación del MLV. Estos resultados indican que podrían estar participando 
mecanismos directos del péptido sobre la pared muscular de la arteria aorta, en las 
ratas Wistar, que median la vasorelajación. 
 
Algunos autores sugieren que, en arterias mesentéricas de ratas macho 
Sprague-Dawley y en arterias coronarias de ratas macho Wistar, la vasodilatación 
inducida por el CNP se encontraría mediada por la apertura de canales de potasio 
Kir en el MLV, a través de la activación del receptor natriurético NPR-C, por un 
mecanismo independiente de cGMP (Chauhan SD y col, 2003; Hobbs A y col, 2004; 
Villar IC y col, 2007). 
Por otra parte, Simon y colaboradores, postulan que el efecto vasodilatador 
del CNP se encontraría mediado por la activación del receptor natriurético NPR-B y 
el aumento de los niveles de cGMP intracelular, que activaría a los canales de 
potasio BKCa en la microvasculatura pulmonar para finalmente inducir la relajación 
del MLV (Simon A y col, 2009). 
 
 
Evaluación de la respuesta vasodilatadora del CNP en ausencia de 
endotelio 
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Para evaluar la participación de los canales de potasio en el efecto 
vasodilatador del CNP en ausencia de endotelio, se realizaron curvas concentración-
respuesta, ante el agregado de concentraciones crecientes de CNP, en anillos de 
arteria aorta pre-contraídos con fenilefrina que previamente fueron denudados e 
incubados con tetraetilamonio, un bloqueante no selectivo de los canales de 
potasio. 
Tal como se muestra en la Figura 4.8, en los anillos denudados que fueron 
pre-incubados con TEA, no se observó el efecto vasodilatador del CNP. Estos 
resultados indican que, además de inducir la relajación del músculo liso vascular por 
un mecanismo dependiente de NO/cGMP en la arteria aorta, la respuesta 
vasodilatadora al péptido, se encontraría mediada por la apertura de canales de 
potasio en las ratas Wistar.  
 
Figura 4.8 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta sin endotelio, pre-contraídos con fenilefrina y en 
presencia de tetraetilamonio. 
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Figura 4.8: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. NoE: arteria sin endotelio; TEA: tetraetilamonio, 
bloqueante inespecífico de los canales de potasio (10-3 M); Rmax: respuesta máxima obtenida 
ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración que 
produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando regresión no lineal. 
 
 
Identificación de los canales de potasio involucrados en el efecto 
vasodilatador del CNP en ausencia de endotelio 
 
Los canales Kir son una de las familias de canales de potasio que se expresan 
en el MLV de la pared vascular (Quayle JM y col, 1993; Bradley KK y col, 1999; 
Zaritsky JJ y col, 2000). Existe evidencia que muestra que estos canales estarían 
participando en el efecto vasodilatador del CNP en ciertos lechos vasculares de 
resistencia (Wei CM y col, 1994; Chauhan SD y col, 2003; Villar IC y col, 2007). 
 
Para evaluar la posible participación de los canales Kir en el efecto 
vasodilatador del CNP en la arteria aorta de las ratas Wistar, se realizaron curvas 
concentración-respuesta ante el agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
presencia de BaCl2, bloqueante de los canales Kir. 
En la Figura 4.9 se muestran los resultados obtenidos. El bloqueo de los 
canales Kir en los anillos de arteria aorta de ratas Wistar, disminuye parcialmente el 
efecto vasodilatador del CNP, sin observarse una disminución de la potencia 
vasodilatadora del péptido. 
 
También se ha descripto que los canales KATP, pertenecientes a la familia de 
los canales de potasio Kir, estarían participando del efecto vasodilatador del CNP 
(Wei CM y col, 1994). Con el objetivo de evaluar si en la arteria aorta de las ratas 
Wistar, los canales KATP se encuentran involucrados en la relajación del MLV 
inducida por el CNP, se bloquearon estos canales con glibenclamida y se realizaron 
curvas concentración-respuesta en anillos de arteria aorta pre-contraídos con 
fenilefrina. 
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Observamos que el bloqueo de los canales KATP con glibenclamida no induce 
cambios en el efecto vasodilatador del CNP en las ratas Wistar (Figura 4.9), 
indicando que estos canales no participarían en dicho efecto. 
 
Figura 4.9 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta sin endotelio, pre-contraídos con fenilefrina y en 
presencia de BaCl2 o glibenclamida. 
 
 
 
Figura 4.9: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. NoE: arteria sin endotelio; BaCl2: bloqueante de 
los canales de potasio de rectificación interna (3x10
-5
 M); Glib: glibenclamida, bloqueante de 
los canales de potasio KATP (3x10
-6
 M); Rmax: respuesta máxima obtenida ante el agregado de 
CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración molar que produce el 50 % de 
la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados 
utilizando regresión no lineal y análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples. * p < 0,05 vs NoE. 
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Por otra parte, también se analizó la participación de los canales de potasio 
BKCa en el efecto vasodilatador del CNP, ya que diversos autores muestran que la 
apertura de estos canales sería responsable de la relajación de la pared vascular 
inducida por el CNP en arterias subcutáneas de resistencia humanas, en la 
microvasculatura pulmonar y en otros vasos de mayor calibre (Wei CM y col, 1994; 
Banks M y col, 1996; Garcha RS y Hughes AD, 2006; Simon A y col, 2009). 
 
Se utilizó iberiotoxina, un bloqueante selectivo de los canales BKCa, y se 
observó que los anillos de arteria aorta denudados y pre-contraídos con fenilefrina, 
mostraban una menor respuesta al CNP, tanto en la Rmax como en la pCE50, 
cuando se bloqueaban previamente estos canales respecto de efecto observado en 
los anillos que no eran incubados con IbTx (Figura 4.10). 
 
Por último, para verificar que los dos tipos de canales involucrados en el 
efecto vasodilatador del CNP sobre el MLV, son los canales Kir y KATP, se utilizaron 
los bloqueantes IbTx y BaCl2 en simultáneo. No se observó respuesta al CNP en los 
anillos de arteria aorta (Figura 4.10), indicando que la relajación inducida por el CNP 
en la arteria aorta de las ratas Wistar, se encuentra mediada por la apertura de 
ambos canales en el MLV. 
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Figura 4.10 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta sin endotelio, pre-contraídos con fenilefrina y en 
presencia de iberiotoxina. 
 
 
 
Figura 4.10: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. NoE: arteria sin endotelio; IbTx: iberiotoxina, 
bloqueante específico de los canales de potasio activados por calcio de alta conductancia 
(3x10-8 M); BaCl2: bloqueante de los canales de potasio con rectificación interna (3x10
-5 M); 
Rmax: respuesta máxima obtenida ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo 
negativo de la concentración molar que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los 
resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando regresión no lineal 
y y test de Student para comparaciones entre dos grupos. * p < 0,01 vs NoE. 
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PROTOCOLO II: ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INVOLUCRADOS EN EL EFECTO 
VASODILATADOR DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C 
EN RATAS ESPONTÁNEAMENTE HIPERTENSAS 
 
 
4.4.1. EVALUACIÓN DE LOS MECANISMOS DEPENDIENTES DE ENDOTELIO 
INVOLUCRADOS EN EL EFECTO VASODILATADOR DEL CNP 
 
Respuesta máxima al CNP y potencia vasodilatadora del péptido en SHR 
 
Se realizaron curvas de concentración-respuesta ante el agregado de 
concentraciones crecientes de CNP en anillos de arteria aorta torácica de ratas SHR, 
pre-contraídos con fenilefrina 10-6 – 10-5 M. 
Con el objetivo de evaluar el efecto del CNP dependiente de endotelio sobre 
el tono vascular, las curvas se realizaron en presencia de un endotelio intacto y en 
ausencia del mismo y se analizaron las diferencias en la respuesta máxima y en la 
potencia del CNP. 
 
En la Figura 4.11 se muestran los resultados obtenidos. La respuesta 
vasodilatadora se expresa como la tensión obtenida luego del agregado de CNP 
respecto de la tensión máxima alcanzada con fenilefrina, en porcentaje. 
La ausencia de endotelio disminuye la Rmax al CNP, en la arteria aorta de las 
ratas SHR con respecto a los anillos con el endotelio intacto. Además, observamos 
que en los anillos denudados, también disminuye la potencia del péptido, expresada 
como el logaritmo negativo de la concentración de CNP que induce el 50 % de la 
máxima respuesta obtenida. 
Estos resultados indican que en las SHR, el efecto vasodilatador del CNP se 
encuentra mediado por mecanismos dependientes e independientes de endotelio. 
En primer lugar, se estudiaron entonces los mecanismos dependientes de endotelio 
involucrados en el efecto vasodilatador del CNP en la arteria aorta torácica de las 
SHR. 
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Figura 4.11 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta pre-contraídos con fenilefrina en ratas SHR. 
 
 
 
Figura 4.11: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. E: arteria con endotelio intacto; NoE: arteria sin 
endotelio; Rmax: respuesta máxima obtenida ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, 
logaritmo negativo de la concentración molar que produce el 50 % de la respuesta máxima. 
Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando regresión no 
lineal y test de Student para comparaciones entre dos grupos. † p < 0,01 vs E. 
 
 
Evaluación de la participación del sistema del óxido nítrico en el efecto 
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incremento en la actividad de la enzima, es menor comparado con los animales 
normotensos (Caniffi C y col, 2010). 
Con el objetivo de evaluar el efecto del CNP sobre la actividad de la NOS en 
las ratas macho SHR de 12 semanas de edad, se determinó la actividad de la enzima 
en los anillos de arteria aorta pre-contraídos con fenilefrina, ante el agregado de 
CNP a una concentración que produce el 50 % de la respuesta vasodilatadora 
máxima. 
 
En la Figura 4.12 se observa que, como era de esperar, los anillos de arteria 
aorta sin endotelio presentaron menor actividad de la NOS respecto de aquellos 
que mantienen un endotelio intacto. El agregado de CNP aumenta la actividad de la 
NOS tanto en los anillos con endotelio intacto como en los anillos denudados, pero 
dicho incremento es mayor en los primeros (Δ[(E+CNP)-E] = 54,8±4,1; Δ[(NoE+CNP)-NoE] = 
21,4 ± 4,9†; † p < 0,01 vs Δ[(E+CNP)-E]). 
 
Figura 4.12 – Efecto del agregado de CNP sobre la actividad de la enzima NOS 
en la arteria aorta torácica de ratas SHR. 
 
 
 
Figura 4.12: E: arteria con endotelio intacto; E+CNP: arteria con endotelio a la que se agregó 
CNP a la concentración que produce el 50 % de la respuesta máxima; NoE: arteria sin 
endotelio; NoE+CNP: arteria con endotelio a la que se agregó CNP a la concentración que 
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produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM; n=8 
ratas y fueron analizados utilizando análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. † p < 0,001 vs E; ‡ p < 0,001 vs NoE. 
 
 
Para estudiar la participación del sistema del NO en el efecto vasodilatador 
del CNP en las ratas SHR, se evaluó el efecto del agregado de concentraciones 
crecientes de CNP en anillos de arteria pre-contraídos con fenilefrina, que 
previamente fueron incubados con L-NAME, un inhibidor no selectivo de la enzima 
NOS, o con ODQ, un inhibidor de la enzima sGC. 
En la Figura 4.13 se muestran los resultados obtenidos. La inhibición del 
sistema del NO, utilizando L-NAME, disminuye parcialmente la respuesta 
vasodilatadora al CNP en la arteria aorta de las SHR. Se observa un efecto similar 
cuando se bloquea la actividad de la enzima sGC, responsable del aumento de 
cGMP inducido por NO. 
Además, cuando ambas enzimas son inhibidas en simultáneo, también se 
observa un efecto similar ante el agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
los anillos de arteria aorta de las ratas hipertensas (RmaxL-NAME+ODQ = 56,34 ± 5,10 %; 
n=6, ns vs RmaxL-NAME o RmaxODQ). 
 
Al comparar la respuesta máxima obtenida en presencia de L-NAME o en 
presencia de ODQ, con la respuesta máxima obtenida en ausencia de endotelio, los 
valores obtenidos resultaron similares (RmaxL-NAME = 56,86±2,01 %; RmaxODQ = 59,28 
±3,47 %; RmaxNoE = 57,64 ± 3,10 %; ns). 
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Figura 4.13 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta de SHR, pre-contraídos con fenilefrina y en presencia 
de L-NAME u ODQ. 
 
 
 
Figura 4.13: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. E: arteria con endotelio intacto; L-NAME: inhibidor 
no selectivo de la enzima NOS (10-4 M); ODQ: inhibidor de la enzima sGC (10-5 M); Rmax: 
respuesta máxima obtenida ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de 
la concentración molar que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se 
expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando regresión no lineal y análisis de la 
varianza (ANOVA) seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. † 
p < 0,01 vs E. 
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Evaluación de la participación del sistema de prostaglandinas en el efecto 
vasodilatador del CNP en SHR 
 
La arteria aorta de las SHR, presenta un aumento en la activación de la 
isoforma 1 de la COX y liberación masiva de PGI2 que, paradójicamente, en este 
modelo de hipertensión arterial, posee efecto vasoconstrictor (Ge T y col, 1995; Pitt 
B y col, 1996; Gluais P y col, 2005). 
Con el objetivo de evaluar, en las SHR, la posible participación de las PGs en 
el efecto vasodilatador del CNP, se realizaron curvas de concentración-respuesta en 
presencia de indometacina, un inhibidor no selectivo de la enzima COX, en los 
anillos de arteria aorta con endotelio intacto. 
 
Los resultados se muestran en la Figura 4.14. Si bien no se observan 
diferencias en la Rmax entre ambos grupos de anillos de arteria aorta, en aquellos 
anillos con endotelio en los que se bloqueó la actividad de la COX, se observó un 
aumento de la potencia vasodilatadora del péptido respecto de los anillos con 
endotelio que no fueron pre-incubados con indometacina. 
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Figura 4.14 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta en SHR, pre-contraídos con fenilefrina y en presencia 
de indometacina. 
 
 
 
Figura 4.14: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10
-12
 M – 10
-6
 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. E: arteria con endotelio intacto; Indo: 
indometacina, inhibidor no selectivo de la enzima COX (10
-5
 M); Rmax: respuesta máxima 
obtenida ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración 
molar que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± 
EEM; y fueron analizados utilizando regresión no lineal y test de Student para comparaciones 
entre dos grupos. † p < 0,001 vs E. 
 
 
Evaluación de la participación de bradikinina en el efecto vasodilatador del 
CNP en SHR 
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Dado que en las ratas hipertensas, se han observado niveles aumentados de 
BK y de sus metabolitos, en el tejido vascular (Campbell DJ y col, 1995), se analizó la 
posible participación de este factor vasoactivo en la respuesta vasodilatadora 
inducida por el CNP, empleando HOE-140 10-3 M, un antagonista de los receptores 
B2 de bradikinina. 
 
Los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 4.15. La curva 
concentración-respuesta obtenida con los anillos de arteria aorta con endotelio 
intacto y pre-incubados con HOE-140, muestra que el bloqueo del receptor B2 
induce un aumento de la potencia vasodilatadora del CNP en las ratas SHR, sin 
observarse diferencias significativas en la respuesta máxima al péptido. 
 
Figura 4.15 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta de SHR, pre-contraídos con fenilefrina y en presencia 
de HOE-140. 
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Figura 4.15: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. E: arteria con endotelio intacto; HOE-140: 
bloqueante de los receptores B2 de bradikinina (10
-3 M); Rmax: respuesta máxima obtenida 
ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración molar que 
produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM; y 
fueron analizados utilizando regresión no lineal y test de Student para comparaciones entre 
dos grupos. † p < 0,01 vs E. 
 
 
Evaluación de la participación del receptor natriurético NPR-C en el efecto 
vasodilatador del CNP en SHR 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos en estudios previos realizados en 
nuestro laboratorio, en las SHR, el CNP estimula la actividad del sistema del NO a 
través de su interacción con el receptor natriurético NPR-C en la arteria aorta 
(Caniffi C y col, 2010). 
 
Para analizar si el efecto vasodilatador del CNP dependiente de endotelio, se 
encuentra mediado por la activación del receptor natriurético NPR-C en las ratas 
SHR, se realizaron curvas concentración-respuesta ante el agregado de 
concentraciones crecientes de cANP(4-23), agonista selectivo del receptor NPR-C, en 
los anillos con endotelio de arteria aorta de las ratas hipertensas. 
En la Figura 4.16 se observa que la activación del receptor NPR-C induce la 
relajación de la arteria aorta, sin embargo la máxima respuesta vasodilatadora es 
menor que con el CNP. Por otra parte, la potencia vasodilatadora del agonista 
selectivo del receptor NPR-C es mayor respecto del CNP en la arteria aorta de ratas 
hipertensas. 
 
Por otra parte, la remoción del endotelio y el bloqueo de la NOS con L-NAME 
revierten el efecto vasodilatador del cANP(4-23) sobre la arteria aorta de las ratas 
hipertensas, indicando la participación del NO endotelial en la relajación del MLV 
inducido por la activación del receptor NPR-C (Figura 4.17). 
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Figura 4.16 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de cANP(4-23) 
en anillos de arteria aorta de SHR, pre-contraídos con fenilefrina. 
 
 
 
Figura 4.16: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10
-12
 M – 10
-6
 
M) o del agonista selectivo del receptor NPR-C (cANP(4-23),  10
-15 M – 10-9). Panel B: Rmax y 
pCE50 obtenidas de A. E: arteria con endotelio intacto; Rmax: respuesta máxima obtenida 
ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración molar que 
produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM y 
fueron analizados utilizando regresión no lineal y test de Student para comparaciones entre 
dos grupos, † p < 0,001 vs CNP. 
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Figura 4.17 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de cANP(4-23) 
en anillos de arteria aorta de SHR, pre-contraídos con fenilefrina en presencia 
de L-NAME o en ausencia de endotelio. 
 
 
 
Figura 4.17: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración del agonista selectivo 
del receptor NPR-C (cANP(4-23), 10
-15
 M – 10
-6
). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. E: 
arteria con endotelio intacto; NoE: arteria sin endotelio; L-NAME: inhibidor no selectivo de la 
enzima NOS (10
-4
 M); Rmax: respuesta máxima obtenida ante el agregado de cANP(4-23); 
pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración molar que produce el 50 % de la 
respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM y fueron analizados 
utilizando regresión no lineal. 
 
 
4.4.2. EVALUACIÓN DE LOS MECANISMOS INDEPENDIENTES DE ENDOTELIO 
INVOLUCRADOS EN EL EFECTO VASODILATADOR DEL CNP 
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es sólo parcial, manteniéndose parte de la misma en los anillos sin endotelio. Estos 
resultados sugieren que, en las ratas hipertensas, el CNP es capaz de inducir la 
relajación del MLV por uno, o más, mecanismos endotelio independientes. 
 
 
Evaluación de la respuesta vasodilatadora del CNP en ausencia de 
endotelio en SHR 
 
Con el objetivo de evaluar la participación de los canales de potasio en el 
efecto vasodilatador del CNP sobre el MLV de la arteria aorta torácica en las ratas 
hipertensas, se realizaron estudios de la reactividad vascular en anillos denudados 
en presencia de tetraetilamonio, bloqueante no selectivo de los canales de potasio. 
 
En la Figura 4.18 se observan los resultados obtenidos. Al bloquear de forma 
no selectiva los canales de potasio, no se observa el efecto vasodilatador de CNP en 
los anillos de arteria aorta sin endotelio de las ratas SHR, indicando que los canales 
de potasio participarían en la relajación del MLV inducida por el péptido. 
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Figura 4.18 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta sin endotelio, pre-contraídos con fenilefrina y en 
presencia de tetraetilamonio en las SHR. 
 
 
 
Figura 4.18: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. NoE: arteria sin endotelio; TEA: tetraetilamonio, 
bloqueante inespecífico de los canales de potasio (10
-3
 M); Rmax: respuesta máxima obtenida 
ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración que 
produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando regresión no lineal. 
 
 
Identificación de los canales de potasio involucrados en el efecto 
vasodilatador del CNP en ausencia de endotelio en SHR 
 
Con el objetivo de evaluar si los canales de potasio de rectificación interna se 
encuentran involucrados en el efecto vasodilatador del CNP en la arteria aorta 
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torácica de las SHR, se realizaron curvas concentración-respuesta ante el agregado 
de concentraciones crecientes de CNP en anillos de aorta denudados y pre-
contraídos con fenilefrina, que fueron incubados con BaCl2. 
 
Tal como se muestra en la Figura 4.19, el bloqueo de los canales de potasio 
Kir, disminuye el efecto vasodilatador del CNP, observándose tanto la disminución 
de la respuesta máxima como la disminución de la potencia vasodilatadora en los 
anillos de arteria aorta de las ratas hipertensas. 
 
Figura 4.19 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta sin endotelio, pre-contraídos con fenilefrina y en 
presencia de BaCl2 o de glibenclamida, en las SHR. 
 
 
 
Figura 4.19: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10-12 M – 10-6 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. NoE: arteria sin endotelio; BaCl2: bloqueante de 
los canales de potasio de rectificación interna Kir(3x10-5 M); Glib: glibenclamida, bloqueante 
de los canales de potasio KATP (3x10
-6
 M). Rmax: respuesta máxima obtenida ante el agregado 
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de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración molar que produce el 50 % 
de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados 
utilizando regresión no lineal y análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples. † p < 0,01 vs NoE. 
 
 
Los canales Kir constituyen una numerosa familia de canales de potasio, 
entre los que se encuentran canales sensibles a ATP (Gutman GA y col, 2003) y para 
poder evaluar la posible participación de estos canales en la relajación del músculo 
liso vascular inducida por el CNP, se incubaron los anillos de arteria aorta 
denudados con glibenclamida. 
Los resultados obtenidos también se muestran en la Figura 4.19. Como 
puede observarse, en las ratas hipertensas, el bloqueo de los canales KATP en la 
arteria aorta torácica, no induce cambios en el efecto vasodilatador del CNP, 
indicando que estos no participarían en el efecto vasodilatador del péptido. 
 
Por otra parte, los anillos de arteria aorta torácica sin endotelio fueron 
incubados durante 30 minutos con iberiotoxina, con el objetivo de estudiar si los 
canales de potasio BKCa, participan en el efecto vasodilatador del CNP en las ratas 
hipertensas. 
Se realizaron curvas concentración-respuesta ante el agregado de 
concentraciones crecientes de CNP y los resultados obtenidos se muestran en la 
Figura 4.20. En la arteria aorta de las SHR, el bloqueo de los canales de potasio BKCa 
disminuye la Rmax al CNP, sin observarse cambios en la potencia vasodilatadora del 
péptido. 
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Figura 4.20 – Efecto del agregado de concentraciones crecientes de CNP en 
anillos de arteria aorta sin endotelio, pre-contraídos con fenilefrina y en 
presencia de iberiotoxina, en las SHR. 
 
 
 
Figura 4.20: Panel A: Curva de relajación en función de la concentración de CNP (10
-12
 M – 10
-6
 
M). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. NoE: arteria sin endotelio; IbTx: iberiotoxina, 
bloqueante específico de los canales de potasio activados por calcio de larga conductancia 
(3x10
-8
M); BaCl2: bloqueante de los canales de potasio con rectificación interna (3x10
-5
 M); 
Rmax: respuesta máxima obtenida ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo 
negativo de la concentración molar que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los 
resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando regresión no lineal 
y test de Student para comparaciones entre dos grupos. † p < 0,01 vs NoE. 
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PROTOCOLO II: ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INVOLUCRADOS EN EL EFECTO 
VASODILATADOR DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C 
EN RATAS NORMOTENSAS Y EN RATAS ESPONTÁNEAMENTE HIPERTENSAS 
 
 
Con el objetivo de evaluar posibles diferencias en el efecto vasodilatador del 
CNP entre las ratas Wistar y SHR, se compararon los resultados obtenidos entre 
ambos grupos de animales. Se analizaron la Rmax y la pCE50 en presencia y en 
ausencia de endotelio, y la actividad de la NOS ante el agregado de CNP en los 
anillos con endotelio. Las comparaciones se muestran en la Tabla 4.1. 
 
Tabla 4.1 – Comparación del efecto vasodilatador del CNP dependiente del 
endotelio entre ratas Wistar y SHR. 
 
 Wistar SHR 
Rmax
(%)
 E
(CNP) 
 79,82 ± 4,60 74,79 ± 3,30 
Rmax
(%)
 NoE
(CNP)
  55,83 ± 7,33†† 57,64 ± 3,10† 
pCE50 E
(CNP)
 9,63 ± 0,21 7,64 ± 0,14** 
pCE50 NoE
(CNP)
 6,66 ± 0,09*** 6,77 ± 0,08## 
pCE50 E
(CNP) 
 9,63 ± 0,21 7,64 ± 0,14*** 
pCE50 E+L-NAME
(CNP) 
 6,62 ± 0,13*** 6,65 ± 0,09### 
pCE50 E+ODQ
(CNP)
 6,48 ± 0,09*** 6,82 ± 0,09### 
Actividad NOS
(pmol.g tejido-1.min-1)
 E 106,2 ± 8,3 227,1 ± 7,2*** 
Actividad NOS
(pmol.g tejido-1.min-1) E+CNP 192,1 ± 7,8*** 281,9 ± 7,0### 
 
Tabla 4.1: E: arteria con endotelio intacto; NoE: arteria sin endotelio; Rmax: respuesta 
máxima obtenida ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la 
concentración molar que produce el 50 % de la respuesta máxima; NOS: óxido nítrico sintasa; 
L-NAME: inhibidor no selectivo de la enzima NOS (10
-4
 M); ODQ: inhibidor de la enzima sGC 
(10-5 M). Los resultados se expresan como media ± EEM (n = 8 ratas por grupo), y fueron 
analizados utilizando: 
 C
ap
ít
u
lo
 4
: E
l t
o
n
o
 v
as
cu
la
r 
173 
 
Rmax E vs NoE: Análisis de la varianza (ANOVA) de dos factores, seguido del test a posteriori 
Bonferroni para comparaciones múltiples respecto de los efectos principales, factor presencia 
de hipertensión arterial: efecto no significativo; factor presencia de endotelio: † p < 0,05 vs 
E(CNP); †† p < 0,01 vs E(CNP); interacción hipertensión arterial x endotelio: efecto no 
significativo. 
pCE50: ANOVA de dos factores, interacción presencia de hipertensión x presencia de 
endotelio: p < 0,0001; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; *** p < 0,001 vs E(CNP) 
Wistar; ** p < 0,01 vs E(CNP) Wistar; 
## p < 0,01 vs E(CNP) SHR. 
Rmax E vs E+L-NAME vs E+ODQ: ANOVA de dos factores, seguido del test a posteriori 
Bonferroni para comparaciones múltiples respecto de los efectos principales, factor presencia 
de hipertensión arterial: efecto no significativo; factor inhibición de NO: *** p < 0,001 vs E(CNP) 
Wistar; 
###
 p < 0,001 vs E(CNP) SHR; interacción hipertensión x inhibición de NO: efecto no 
significativo. 
Actividad NOS: ANOVA de dos factores, interacción presencia de hipertensión x tratamiento: 
p < 0,05; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni para 
comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; *** p < 0,001 vs E Wistar; ### p < 0,001 
vs E SHR. 
 
 
Además, se comparó el efecto vasodilatador del CNP en ausencia de 
endotelio entre ambos grupos de animales, normotensos e hipertensos, para 
analizar diferencias en la participación de los canales de potasio BKCa y Kir. En la 
Tabla 4.2 se muestran los resultados obtenidos. 
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Tabla 4.2 – Comparación del efecto vasodilatador del CNP independiente del 
endotelio entre ratas Wistar y SHR. 
 
 Wistar SHR 
Rmax
(%)
 NoE
(CNP) 
 55,83 ± 7,33 57,64 ± 3,10 
Rmax
(%)
 NoE+BaCl2(CNP)  31,08 ± 3,39††† 38,90 ± 2,89†† 
Rmax
(%)
 NoE+IbTx
(CNP)
  36,10 ± 4,83†† 33,50 ± 3,15††† 
pCE50 NoE
(CNP)
 6,66 ± 0,09 6,77 ± 0,08 
pCE50 NoE+BaCl2(CNP)  6,68 ± 0,10 6,45 ± 0,04# 
pCE50 NoE+IbTx
(CNP) 
 6,38 ± 0,09*^ 6,84 ± 0,05 
 
Tabla 4.2: NoE: arteria sin endotelio; Rmax: respuesta máxima obtenida ante el agregado de 
CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración molar que produce el 50 % de 
la respuesta máxima; BaCl2: bloqueante de los canales de potasio de rectificación interna 
(3x10-5 M); IbTx: iberiotoxina, bloqueante específico de los canales de potasio activados por 
calcio de alta conductancia (3x10-8 M). Los resultados se expresan como media ± EEM (n = 8 
ratas por grupo), y fueron analizados utilizando: 
Rmax: Análisis de la varianza (ANOVA) de dos factores, seguido del test a posteriori 
Bonferroni para comparaciones múltiples respecto de los efectos principales, factor presencia 
de hipertensión arterial: efecto no significativo; factor tratamiento: †† p < 0,01 vs NoE(CNP); 
††† p < 0,001 vs NoE(CNP); interacción hipertensión x tratamiento: efecto no significativo. 
pCE50: ANOVA de dos factores, interacción hipertensión x tratamiento: p < 0,0001; los 
efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones 
múltiples entre subgrupos de interés; * p < 0,05 vs NoE(CNP) Wistar; ^ p < 0,05 vs 
NoE+BaCl2(CNP) Wistar; 
# p < 0,05 vs NoE(CNP) SHR; 
 p < 0,01 vs NoE+IbTx(CNP) SHR.
 
 
 
En resumen, el diseño y realización del protocolo experimental II, nos 
permitió observar que: 
  
 Tanto en las ratas Wistar como en las SHR, el CNP induce la relajación del 
MLV de la arteria aorta torácica. Al comparar la respuesta vasodiltadora 
obtenida en los anillos con endotelio de las ratas normotensas con la 
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respuesta obtenida en las ratas SHR, observamos que la relajación máxima 
inducida por el CNP es similar en ambos grupos de animales. Sin embargo, la 
potencia vasodilatadora del péptido, es mayor en las ratas normotensas, con 
respecto a las ratas hipertensas. 
 
 En ambos grupos de animales, se observa que en ausencia de endotelio el 
efecto vasodilatador del CNP disminuye parcialmente, en comparación con 
los anillos que mantienen su endotelio intacto, siendo esta disminución 
similar tanto en la Rmax como en la potencia, entre las ratas normotensas e 
hipertensas. 
 
 Por otra parte, se observa una disminución parcial del efecto vasodilatador 
del CNP en los anillos con endotelio, al inhibir la actividad de la NOS y/o 
bloquear la actividad de la sGC, en ambos grupos de animales. Esta 
disminución es similar a la observada en los anillos denudados para ambos 
grupos de animales. Además, entre ambos grupos de animales, no se 
observan diferencias en el efecto vasodilatador del CNP al inhibir la actividad 
de estas enzimas. 
 
 Al evaluar la actividad basal de la NOS en la arteria aorta, se observa que 
ésta es mayor en los anillos con endotelio, tanto en las ratas Wistar como en 
las SHR. Además, la actividad basal de la enzima, es mayor en las ratas 
hipertensas con respecto a las ratas normotensas. 
 
 El agregado de CNP a la CE50, estimula la actividad de la NOS en ambos 
grupos de animales. Sin embargo, en las ratas hipertensas el porcentaje de 
aumento es menor (30 %) en comparación con las ratas normotensas (80 %). 
 
 En los anillos con endotelio de las ratas normotensas, no se observan 
diferencias en el efecto vasodilatador del CNP, cuando se inhibe la actividad 
de la COX, y tampoco cuando se bloquean los receptores B2 de BK. Pero, a 
diferencia de las ratas Wistar, en las ratas hipertensas, tanto la inhibición de 
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la COX como el bloqueo de los receptores B2, induce el aumento de la 
potencia vasodilatadora del CNP, si bien no se observan diferencias en la 
respuesta vasodilatadora máxima en este grupo de animales. 
 
 La activación del receptor NPR-C parece participar en el efecto vasodilatador 
del CNP mediado por endotelio, tanto en las ratas normotensas como en las 
ratas hipertensas. Los resultados obtenidos al realizar las curvas 
concentración-respuesta, muestran que cuando se estimula el receptor NPR-
C con cANP(4-23) en presencia de endotelio, se alcanza una relajación del 35 % 
en las ratas Wistar y del 25 % en las SHR, aproximadamente. Además, en 
ambos grupos de animales, la potencia vasodilatadora del cANP(4-23) en la 
arteria aorta, es mayor que la potencia vasodilatadora del CNP. 
 
 Por otra parte, cuando se inhibe previamente la NOS, o en los anillos 
denudados, la activación del receptor NPR-C no induce cambios en el tono 
vascular en ambos grupos de animales. 
 
 Si bien en ausencia de endotelio la respuesta vasodilatadora al CNP 
disminuye en la arteria aorta de las ratas Wistar y de las SHR, aún se observa 
que el péptido induce la relajación del MLV en los anillos denudados de 
ambos grupos, indicando un posible efecto directo del CNP sobre el MLV. 
Cuando se bloquean los canales de potasio de forma no selectiva en los 
anillos sin endotelio de las ratas Wistar y SHR, no se observa el efecto 
vasodilatador del CNP. 
 
 En las ratas normotensas, el bloqueo de los canales de potasio Kir disminuye 
la respuesta vasodilatadora máxima al CNP, mientras que el bloqueo de los 
canales KATP no induce cambios en dicha respuesta, indicando que estos 
últimos no participarían del efecto vasodilatador del CNP. Además, al 
estudiar la participación de los canales de potasio BKCa, se observa que el 
bloqueo de estos canales con IbTx, disminuye tanto la Rmax como la pCE50 
del CNP en la arteria aorta de las ratas Wistar, y el bloqueo simultáneo de 
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ambos tipos de canales, Kir y BKCa, revierte el efecto vasodilatador del CNP 
sobre el MLV. 
 
 Por otra parte, en las ratas hipertensas, el bloqueo de los canales de potasio 
Kir, disminuye el efecto vasodilatador del CNP en la arteria aorta de las SHR. 
A diferencia de lo observado en las ratas Wistar, en las ratas hipertensas el 
bloqueo de los canales Kir disminuye tanto la respuesta máxima al CNP 
como la potencia vasodilatadora del péptido. En cuanto a los canales de 
potasio sensibles a ATP, al igual que en las ratas normotensas, estos parecen 
no participar en el efecto del CNP sobre el MLV de las SHR. Además, el 
bloqueo de los canales de potasio BKCa disminuye sólo la respuesta máxima 
del MLV al CNP, sin inducir cambios sobre la potencia vasodilatadora del 
péptido en las ratas hipertensas. 
  
Capítulo 4: El tono vascular 
4.6. DISCUSIÓN  
 
178 
 
  
 C
ap
ít
u
lo
 4
: E
l t
o
n
o
 v
as
cu
la
r 
179 
 
Numerosos estudios muestran que el CNP promueve la relajación de la 
pared vascular a través de la activación de los receptores NPR-B y/o NPR-C, 
presentes en las células endoteliales y en las células musculares lisas (Anand-
Srivastava MB, 2005; Potter LR y col, 2006). Sin embargo, son diversos los 
mecanismos propuestos como responsables de este efecto en los distintos lechos 
vasculares, como el aumento de los niveles de cGMP, la participación del sistema 
del NO, la apertura de distintos canales de potasio, entre otros (Chauhan SD y col, 
2003; Pandey KN y col, 2005; Garcha RS y Hughes AD, 2006; Potter LR y col, 2006; 
Andrade FA y col, 2014). Estudios realizados previamente por nuestro grupo de 
investigación, demuestran además que la activación del receptor NPR-C acoplado a 
proteína Gi, induce el ingreso del ión Ca
2+ al interior celular, la formación del 
complejo Ca2+-CaM, y el aumento de la actividad del sistema del NO vascular, 
importante factor vasodilatador liberado por el endotelio, en ratas normotensas y 
en SHR (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 2010). 
Teniendo en cuenta lo descripto previamente, resultó importante estudiar 
los mecanismos dependientes del endotelio, así como aquellos directos sobre el 
MLV, que se encuentran involucrados en el efecto vasodilatador del CNP en las 
ratas normotensas. Además, se estudiaron las posibles diferencias en la respuesta 
del tono vascular al CNP, en un modelo de hipertensión arterial. 
 
 
La evidencia previa muestra resultados controversiales con respecto a la 
participación del NO derivado del endotelio, en la relajación del MLV inducida por el 
CNP. Madhani y colaboradores mostraron que el NO derivado del endotelio parece 
modular negativamente el efecto vasodilatador del CNP en anillos de arteria aorta 
de ratones. En este mismo sentido, Liang y colaboradores mostraron que la 
liberación basal de NO desde el endotelio, inhibe la respuesta del MLV al péptido en 
arterias coronarias porcinas (Madhani M y col, 2003; Liang CF y col, 2010). Sin 
embargo, Brunner y Wölkart demostraron que el bloqueo del sistema del NO, 
disminuye el efecto vasodilatador del CNP en las arterias coronarias de ratas 
normotensas (Brunner F y Wölkart G, 2001). 
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Respecto al estudio de los mecanismos dependientes del endotelio, nosotros 
observamos que la relajación de la arteria aorta inducida por el CNP, requiere la 
activación del receptor natriurético NPR-C, la integridad del sistema del NO 
endotelial y la posterior síntesis de cGMP. Esta hipótesis está sustentada por la 
disminución del efecto vasodilatador del CNP observada ante la inhibición de la NOS 
y/o de la sGC, tanto en los animales normotensos como en los hipertensos. 
De acuerdo con nuestros resultados, recientemente se ha demostrado que 
el aumento de la concentración de calcio intracelular y la producción de NO, se 
encuentran involucrados en la relajación de la arteria aorta inducida por el CNP en 
ratas normotensas (Andrade FA y col, 2014). 
 
Si bien los resultados obtenidos en este protocolo experimental muestran 
que, en presencia de un endotelio intacto, el CNP es capaz de inducir la relajación 
del MLV en las ratas Wistar y SHR, la potencia del péptido para promover la 
relajación de la pared vascular es significativamente menor en la arteria aorta de los 
animales hipertensos. 
En este trabajo de Tesis se encontró que los anillos de arteria aorta de las 
ratas hipertensas pre-contraídos con fenilefrina, presentan mayor actividad basal de 
la NOS con respecto a las ratas normotensas. Estos hallazgos coinciden con 
resultados obtenidos previamente por mi grupo de trabajo en la arteria aorta y en 
el corazón de las SHR, donde encontramos mayor actividad del sistema del NO en 
este modelo de HTA (Caniffi C y col, 2010). 
Además, el CNP, a la concentración que induce el 50 % de la respuesta 
vasodilatadora máxima, estimula la actividad de la enzima en la arteria aorta de 
ambos grupos de animales, sin embargo dicho incremento es menor en las ratas 
hipertensas. Teniendo en cuenta que las SHR presentan mayor actividad basal de la 
NOS en la arteria aorta, no es posible descartar que la respuesta de la enzima al CNP 
en este grupo de animales, sea menor debido a que se alcanza la máxima actividad 
del sistema. 
Sin embargo, estos resultados muestran una alteración en la respuesta del 
sistema del NO al CNP, en este modelo de HTA. Y podrían explicar las diferencias, 
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observadas en la potencia vasodilatadora del CNP, entre los animales normotensos 
e hipertensos. 
A nivel intracelular, el NO se une a una sGC, e induce el aumento en los 
niveles de cGMP (Förstermann U y col, 1991). El incremento en los niveles de este 
segundo mensajero, promueve la disminución de los niveles de Ca2+ intracelular 
mediante múltiples y complejos mecanismos (Thomas DD y col, 2008). Nosotros 
observamos que la inhibición de la sGC, disminuye el efecto vasodilatador del CNP 
de forma similar a lo observado con la inhibición de la NOS, y más aún, de forma 
similar a lo observado en las arterias denudadas, indicando la participación de la vía 
NOS/sGC en la relajación inducida por el CNP, en ambos grupos de animales. 
  
Por otra parte, tanto en las ratas normotensas como en las hipertensas, 
observamos que la relajación del MLV inducida por la activación del receptor NPR-C, 
es menor que la obtenida con el agregado de concentraciones crecientes de CNP. 
Además, observamos que tanto la inhibición de la NOS en los anillos de arteria aorta 
con endotelio, como la ausencia del endotelio, bloquean el efecto vasodilatador 
mediado por la activación del receptor NPR-C. 
 
Estos resultados sugieren que, los mecanismos dependientes de endotelio 
que estarían participando del efecto vasodilatador del CNP en la arteria aorta de las 
ratas Wistar y SHR, incluyen la activación del receptor de membrana NPR-C a nivel 
del endotelio vascular, la estimulación de la actividad de la NOS y el consecuente 
aumento de los niveles de cGMP sintetizado por la sGC a nivel intracelular. 
 
 
Por otra parte, es ampliamente conocido que otros factores derivados del 
endotelio pueden regular el tono vascular, entre ellos los derivados del AA, como 
las PGs y los TXs, que son sintetizados por las enzimas COX-1 y -2 (Simmons DL y col, 
2004; Campbell WB y Falck JR, 2007). Bajo condiciones fisiológicas, las células 
endoteliales sintetizan y liberan PGI2 que induce la relajación del MLV, mientras que 
la liberación de otros prostanoides vasoconstrictores, como los tromboxanos, es 
limitado (Félétou M y col, 2010). 
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De acuerdo con los resultados obtenidos en el Capítulo 3, el CNP promueve 
la liberación de PGI2 en las células endoteliales HUVEC, sin inducir cambios en los 
niveles de TXA2 en el medio de cultivo. Sin embargo, la evidencia previa sobre la 
relación entre los efectos vasodilatadores del CNP y el sistema de prostanoides es 
escasa. Honing y colaboradores mostraron que la administración oral de una dosis 
de 600 mg de aspirina, no induce cambios en el efecto vasodilatador de CNP sobre 
vasos de resistencia del antebrazo en individuos sanos no fumadores (Honing MLH y 
col, 2001).   
Por lo tanto, se evaluó la participación de los derivados del AA en el efecto 
vasodilatador del CNP. A diferencia de lo esperado, en anillos de arteria aorta, tanto 
de las ratas Wistar como de las SHR, no hubo cambios en la respuesta máxima al 
CNP cuando se incubaron los anillos con indometacina, un inhibidor no selectivo de 
la actividad de las COXs. Sin embargo, sólo en las SHR, se observó un aumento en la 
potencia vasodilatadora del CNP al inhibir la síntesis de PGs en la arteria aorta. 
Este hallazgo puede deberse a que las SHR presentan un desbalance entre 
las acciones de las PGs vasodilatadoras y las vasoconstrictoras, a favor de estas 
últimas. Por lo tanto, la respuesta vasodilatadora de la PGI2 se encuentra 
disminuida, debido a una menor expresión de los receptores IP y/o a una mayor 
producción de PGI2, que podría activar a los receptores TP en las células del MLV 
(Koga T y col, 1989; Tang EHC y col, 2005). 
Más aún, este desbalance parecería ser responsable de la aparición de 
contracciones dependientes del endotelio, que contribuyen a la disfunción 
endotelial en este modelo de hipertensión arterial (Félétou M y Vanhoutte PM, 
2006; Tang EH y Vanhoutte PM, 2010; Félétou M y col, 2010). Las contracciones 
dependientes del endotelio se correlacionan con la severidad de la hipertensión y 
también aumentan durante el proceso de envejecimiento, apareciendo incluso en 
ratas normotensas de edad avanzada (Félétou M y col, 2010). 
Por lo tanto, la inhibición de la síntesis de PGs en el modelo de las SHR, 
puede favorecer la relajación de la pared de la arteria aorta inducida por el CNP en 
este modelo de HTA, al disminuir la síntesis de PGI2, reduciendo la activación de los 
receptores TP. 
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El tono vascular también puede ser modulado por la BK, un nonapéptido 
vasoactivo que es el principal efector del sistema kalicreina-kinina. Este sistema se 
encuentra presente tanto a nivel sistémico como localmente en la pared vascular 
(Schmaier AH y col, 1988; Oza NB y col, 1990; Kichuk MR y col, 1996). Sin embargo, 
la concentración plasmática de BK extremadamente baja y su rápida degradación, 
en el orden de los segundos, proponen a este péptido como un factor local (Ferreira 
SH y Vane JR, 1967). 
La BK puede modular la función vascular a través de numerosos 
mecanismos, entre ellos la liberación de NO y PGI2, la modulación de la apertura de 
canales de potasio, el aumento de calcio intracelular y la generación de ROS 
(Ignarro LJ y col, 1987; Hall JM, 1992; Mombouli JV y Vanhoutte PM, 1995; Nelson 
MT y Quayle JM, 1995; Ihara E y col, 2001; Gryglewski RJ y col, 2002; Hernanz R y 
col, 2004). Todos estos eventos se producen a de través la interacción de la BK con 
dos receptores de membrana acoplados a la proteína G, denominado B1 y B2. La 
activación del receptor B1 media respuestas ante estímulos como la inflamación, 
mientras que el receptor B2 se expresa constitutivamente en las células del MLV y 
en las células endoteliales (Schaeffer P y col, 2001; Felipe SA y col, 2007). La 
activación de los receptores B2 del endotelio vascular por la BK promueve, a través 
de la estimulación de las fosfolipasas A2 y C, el aumento de la concentración de 
calcio citosólico y la formación de PGs y NO (Gryglewski RJ y col, 2002). En el MLV, la 
interacción de la BK con su receptor B2, induce la activación de las enzimas MAPK y 
de la PKC, el aumento de ROS, la activación de cPLA2 y la activación y el aumento de 
la expresión de la COX-2 (Velarde V y col, 1999; Greene EL y col, 2000; Bradbury DA 
y col, 2003). 
 
En la arteria aorta de las SHR se ha encontrado que la degradación de la BK 
está aumentada, probablemente por una mayor actividad de la NEP y de la enzima 
convertidora de angiotensina (Bujak-Giżycka B y col, 2011), pudiendo contribuir a la 
disfunción endotelial que presenta este modelo de HTA (Bernatova I y col, 2009). 
Sin embargo los niveles de este péptido vasoactivo no parecen estar disminuidos en 
las ratas hipertensas jóvenes. Por el contrario, Campbell y colaboradores 
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observaron niveles elevados de BK y de sus metabolitos, en el tejido cardíaco, renal 
y pulmonar, en este modelo animal (Campbell DJ y col, 1995). 
Los resultados obtenidos muestran que el bloqueo del receptor B2 no 
modifica la respuesta vasodilatadora inducida por el CNP, en los anillos de aorta 
obtenidos de las ratas normotensas. Sin embargo, en las SHR el bloqueo del 
receptor B2 potencia el efecto vasodilatador del CNP en la arteria aorta. 
En este sentido, se sabe que la BK estimula la fosforilación de la cPLA2, y 
también induce la síntesis de COX-2 (Bradbury DA y col, 2003; Rodríguez JA y col, 
2006), favoreciendo la producción de derivados del AA. Además, en anillos de 
arteria aorta de ratón se observó que la indometacina bloquea la vasoconstricción 
inducida por la BK en el MLV (Felipe SA y col, 2007). Estos antecedentes y el 
desequilibrio descripto en las acciones de los prostanoides sobre el tono vascular en 
las ratas SHR, podrían explicar los resultados obtenidos al bloquear los receptores 
B2, ya que la inhibición del sistema de la BK, podría disminuir el efecto 
vasoconstrictor de las PGs  que se encuentra aumentado en este modelo de HTA, y 
favorecer el efecto vasodilatador del CNP. 
 
 
Por lo tanto, nuestro estudio de los mecanismos dependientes de endotelio, 
sugiere que la vía NO/sGC sería responsable del efecto vasodilatador del CNP en la 
arteria aorta. La remoción del endotelio, resulta en una disminución del efecto 
vasodilatador del CNP, que es similar al observado luego de inhibir la actividad de la 
NOS y/o la actividad de la sGC. Más aún, en ausencia de endotelio, la respuesta de 
la arteria aorta al péptido, es similar entre ambos grupos de animales. 
Consecuentemente, estos resultados evidencian que, si bien el CNP ejerce un efecto 
vasodilatador directo sobre el MLV en ambos modelos animales, una de las 
principales diferencias en el efecto vasodilatador del CNP, entre las ratas 
normotensas y las ratas hipertensas, se encuentra a nivel del endotelio vascular. 
 
 
Existe evidencia que demuestra que la apertura de los canales de potasio 
presentes en el MLV media, al menos en parte, las acciones del CNP sobre el tono 
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vascular de grandes y pequeños vasos. Además, en el endotelio se observó que el 
aumento de la concentración intracelular de calcio luego de la estimulación con 
acetilcolina, induce la liberación de CNP desde el endotelio. Este efecto estaría 
mediado por la apertura de los canales de potasio activados por calcio SKCa (Villar 
IC y col, 2007). Estos hallazgos sólo se han observado para el CNP, situación que 
propone a este péptido como candidato a ser el EDHF en ciertos lechos vasculares 
de resistencia, a diferencia de los otros PNs. Sin embargo, en la arteria coronaria 
porcina, las características y la amplitud de la hiperpolarización inducida por el CNP 
no serían comparables a las observadas en las respuestas mediadas por el EDHF 
(Barton M y col, 1998). Estudios realizados en arterias mesentéricas de ratas, 
mostraron que el CNP promueve la relajación del MLV a través de la activación del 
receptor natriurético NPR-C y la apertura de canales de potasio de la familia Kir3.x 
(Chauhan SD y col, 2003; Villar IC y col, 2007). 
Los resultados obtenidos con el agonista del receptor natriurético NPR-C 
sugieren que la activación de este receptor mediaría los efectos dependientes de 
endotelio sobre la relajación de la pared vascular, estimulando al sistema del NO en 
las ratas Wistar y SHR. Sin embargo, en ausencia de endotelio la activación de este 
receptor, no induce cambios sobre el tono vascular. Por lo tanto, los efectos 
directos del CNP sobre el MLV estarían mediados por su otro receptor, el NPR-B. 
En este sentido, se ha propuesto que el CNP induce la relajación del MLV 
mediante su interacción con el receptor NPR-B y la apertura de los canales de 
potasio BKCa en las arterias subcutáneas de resistencia humanas (Garcha RS y 
Hughes AD, 2006). Esta vía de señalización también ha sido propuesta como la 
responsable del efecto vasodilatador del CNP descripto en la microvasculatura 
pulmonar (Simon A y col, 2009) y en el MLV de arterias y venas (Wei CM y col, 1994; 
Banks M y col, 1996; Liang CF y col, 2010). Wei y col demostraron también que el 
bloqueo de los canales de potasio KATP, disminuye parcialmente el efecto 
vasodilatador del CNP sobre el MLV de las arterias coronarias (Wei CM y col, 1994).  
 
 
El presente trabajo de Tesis muestra la participación de los canales de 
potasio en la relajación del MLV inducida por el CNP en la arteria aorta de las ratas 
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Wistar y las SHR. El bloqueo no selectivo de los canales de potasio, abolió el efecto 
vasodilatador del CNP en los anillos de arteria aorta sin endotelio de ambos grupos 
de animales. 
En el presente estudio, también se observa que los canales de potasio Kir 
son una de las familias de canales que participan en el efecto vasodilatador del CNP 
sobre el MLV, tanto en las ratas Wistar como en las SHR, ya que el bloqueo de estos 
canales disminuye la relajación del MLV inducido por el CNP. Chauhan y 
colaboradores describieron, previamente, que los canales de potasio Kir participan 
del efecto vasodilatador del CNP en arterias mesentéricas de ratas normotensas. En 
este tejido, ellos observaron que la relajación del MLV inducida por el CNP, se 
encontraría mediada por la activación del receptor natriurético NPR-C y los canales 
de potasio Kir involucrados corresponderían a la subfamilia de canales Kir 
dependientes de proteína Gi (Chauhan SD y col, 2003). 
 
Sin embargo, nosotros observamos que el bloqueo de los canales de potasio 
Kir disminuye sólo parcialmente la respuesta vasorrelajante al CNP en los anillos de 
arteria aorta de las ratas normotensas e hipertensas. Este hallazgo puede deberse a 
que la expresión del canal de potasio Kir es más abundante en el músculo liso de los 
lechos vasculares autorreguladores, tales como los de la circulación coronaria o 
cerebral (Quayle JM y col, 1993; Robertson BE y col, 1996). De hecho, la expresión 
del canal Kir parece aumentar a medida que el diámetro de las arterias disminuye 
(Kim MY y col, 2005; Quayle JM y col, 1996). 
 
Por otra parte, se ha reportado previamente que los canales de potasio BKCa 
median el efecto vasodilatador del CNP. En el MLV de arterias coronarias porcinas, 
el CNP aumenta la amplitud de la corriente inducida por la apertura de estos 
canales de potasio (Liang CF y col, 2010). En arterias subcutáneas de resistencia 
humanas la apertura de los canales de potasio BKCa se encontraría modulada por la 
activación del receptor natriurético NPR-B, al cual se une selectivamente el CNP 
(Garcha RS y Hughes AD, 2006). 
Se evaluó entonces la participación de los canales de potasio BKCa en el 
efecto vasodilatador del CNP sobre la arteria aorta. Tanto en las ratas Wistar como 
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en las SHR, el bloqueo selectivo de estos canales dependientes de calcio con 
iberiotoxina, disminuye la respuesta vasodilatadora de la arteria aorta al CNP, 
indicando su participación en el efecto vasodilatador del péptido en ambos grupos 
de animales. 
El estudio de los posibles canales de potasio involucrados en la relajación del 
MLV en las ratas Wistar y SHR, en respuesta al CNP, sugiere una diferencia en el 
grado de participación de ambos canales. Mientras que el bloqueo de los canales Kir 
disminuye la potencia vasodilatadora del CNP en la arteria aorta de las ratas 
hipertensas, no hay diferencias en este parámetro en las ratas normotensas. En 
cambio, en cuanto a los canales de potasio BKCa, se observa lo contrario: El bloqueo 
de los canales BKCa disminuye la potencia vasodilatadora del CNP sólo en la arteria 
aorta de las ratas normotensas, sin observarse diferencias en la potencia 
vasodilatadora del CNP en las ratas hipertensas. 
Se postula que la función y/o la expresión de los canales de potasio Kir se 
encuentra alterada en la HTA (McCarron JG y Halpern W, 1990; Sobey CG, 2001). 
Esto podría explicar por qué el bloqueo de estos canales afecta aún más la 
relajación del MLV inducida por el CNP en las SHR al compararla con el efecto 
obtenido en las ratas Wistar normotensas. Más aún, este modelo animal de HTA 
también presenta alteraciones en los canales potasio BKCa (Sobey CG, 2001). En el 
MLV de las arterias femorales de las SHR se observó que el flujo de calcio a través 
de los canales de calcio VDCC hacia el interior celular y la actividad de los canales 
BKCa se encuentra aumentada (Asano M y col, 1995; Giachini FR y col, 2009). Sin 
embargo, la amplitud de las corrientes del ión K+ en el MLV de la arteria aorta de las 
SHR se encuentra disminuida, debido a la menor expresión de la subunidad 
reguladora Slo β1, que modula la sensibilidad de este canal (Amberg GC y Santana F, 
2003). Teniendo en cuenta la gran conductancia de estos canales de potasio BKCa y 
su elevada expresión a nivel vascular, además de la alta resistencia de la membrana 
celular del MLV, es de considerar que aún un pequeño cambio en la probabilidad de 
apertura del canal, puede tener un impacto significativo en el potencial de 
membrana y la excitabilidad celular. De este modo, las alteraciones descriptas 
podrían explicar las diferencias observadas en el efecto del CNP, a través de los 
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canales BKCa, sobre el tono vascular de la arteria aorta en las ratas hipertensas, con 
respecto a las normotensas. 
 
 
Por lo tanto, los resultados obtenidos en este segundo protocolo 
experimental demuestran que existen diferencias en los mecanismos involucrados 
en la relajación del MLV inducida por el CNP, en la arteria aorta de animales 
hipertensos y normotensos. En ambos grupos, el efecto vasodilatador del CNP 
involucra la participación de la vía de señalización NPR-C/NO/cGMP dependiente de 
endotelio y la apertura de canales de potasio BKCa y Kir presentes en el MLV. Sin 
embargo, la respuesta vasodilatadora de la arteria aorta al CNP evidencia 
alteraciones en ambas vías de señalización en las ratas hipertensas, que podrían 
estar asociadas al desarrollo y/o mantenimiento de la hipertensión arterial en este 
grupo de animales. 
 
  
CAPÍTULO 5 
EL CNP A LARGO PLAZO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Capítulo 5: El CNP a largo plazo 
5.1. MATERIALES 
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PROTOCOLO III: ESTUDIO DE LOS EFECTOS A LARGO PLAZO DEL PÉPTIDO 
NATRIURÉTICO TIPO C SOBRE LA VASCULATURA EN RATAS WISTAR 
NORMOTENSAS Y EN RATAS ESPONTÁNEAMENTE HIPERTENSAS 
 
 
5.1.1. ANIMALES 
 
En todos los experimentos se utilizaron ratas macho adultas, de 12 semanas 
de edad, de las cepas: 
- Wistar, endocriadas. 
- Espontáneamente hipertensas (SHR), endocriadas. 
 
Los animales fueron mantenidos en un ambiente con temperatura y humedad 
controladas, con ciclos automáticos de luz y oscuridad de 12/12 horas y 
alimentados con una dieta estándar (Nutrimentos Purina) y agua ad libitum, en el 
bioterio de la Cátedra de Fisiología de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, 
Universidad de Buenos Aires. 
Los animales utilizados fueron tratados de acuerdo con los lineamientos de la 
American Heart Association sobre el uso de animales de investigación. 
 
Los protocolos experimentales fueron diseñados de acuerdo a las 
recomendaciones para el uso de animales de laboratorio del Instituto Nacional de 
Salud (Human Care and Use of Laboratory Animals, National Research Council, 
National Institutes of Health, Publication No. 86-23, Washington, D.C, 1985, 
Revisión 1996) y bajo la disposición 6344/96 de la Administración Nacional de 
Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT). Los procedimientos 
experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética de la Facultad de Farmacia 
y Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires. 
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5.1.2. REACTIVOS 
 
Nombre Origen 
Acetilcolina clorhidrato Sigma-Aldrich, USA 
Ácido ascórbico Merck, Argentina 
Ácido clorhídrico Anedra, Argentina 
Ácido etilen-diamino-tetraacético disódico (EDTA) Sigma-Aldrich, USA 
Ácido etilen-glicol-tetraacético (EGTA) Sigma-Aldrich, USA 
Ácido 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine-etan-
sulfónico (HEPES) 
Sigma-Aldrich, USA 
Ácido ortofosfórico Merck, Argentina 
Ácido perclórico 
Laboratorios Cicarelli, 
Argentina 
Ácido pícrico Sigma-Aldrich, USA 
Ácido tiobarbitúrico (TBA) Sigma-Aldrich, USA 
Ácido tricloroacético Sigma-Aldrich, USA 
Albúmina sérica bovina  ICN, USA 
Anticuerpo policlonal de cabra anti-IL-6 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-eNOS 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-eNOS 
fosforilada en Ser1177 (eNOS-P Ser1177) 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-Smad 
Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-TGF-β1 Abcam, England 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-TNF-α 
R & D Systems, 
Minneapolis, MN, USA 
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Nombre Origen 
Anticuerpo monoclonal de conejo anti-β-actina  Sigma, USA 
Anticuerpo secundario de cabra anti-conejo 
conjugado con la peroxidasa de rábano  
Amersham Pharmacia 
Biotech 
 
[14C]L-arginina clorhidrato (actividad específica: 360 
mCi/mmol) 
Perkin Elmer Life and 
Analytical Sciences, 
Boston, USA 
Azida sódica Anedra, Argentina 
Bicarbonato de sodio Anedra, Argentina 
n-butanol 
Laboratorios Cicarelli, 
Argentina 
Butilhidroxitolueno (BHT) Sigma, USA 
Cloruro de calcio dihidrato Anedra, Argentina 
Cloruro férrico Anedra, Argentina 
Cloruro de magnesio hexahidrato 
Laboratorios Cicarelli, 
Argentina 
Cloruro de potasio 
Laboratorios Cicarelli, 
Argentina 
Cloruro de sodio Anedra, Argentina 
Cocktail de inhibidores de proteasas Thermo Scientific, USA 
Cocktail de inhibidores de fosfatasas 
Calbiochem, Merck, 
Argentina 
Coomassie Brillant Blue G250, solución ácida 
Bio Rad Laboratories, Inc., 
USA 
Diaminobenzidina 
Polyscience, Warrington, 
PA, USA 
Dihidrocloruro de N-(1-naftil)-etilendiamina Sigma-Aldrich, USA 
N,N′-Dimetil-9,9′-biacridinio dinitrato (lucigenina) Sigma-Aldrich, USA 
Ditiotreitol 
Bio Rad Laboratories, Inc., 
USA 
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Nombre Origen 
Etanol Anedra, Argentina 
Éter etílico Dorwil, Argentina 
Fenilefrina Sigma-Aldrich, USA 
Formaldehido Anedra, Argentina 
Fosfato dibásico de potasio Anedra, Argentina 
Fosfato dibásico de sodio Anedra, Argentina 
Fosfato monobásico de potasio Anedra, Argentina 
Fosfato monobásico de sodio monohidrato Anedra, Argentina 
Fucsina ácida Sigma-Aldrich, USA 
Glicina 
Bio Rad Laboratories, Inc., 
USA 
D-glucosa Sigma-Aldrich, USA 
Glucosa-6-fosfato Sigma-Aldrich, USA 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa Sigma-Aldrich, USA 
Glutatión Sigma-Aldrich, USA 
Hematoxilina de Mayer Sigma-Aldrich, USA 
4-hidroxi-TEMPO (TEMPOL) Sigma-Aldrich, USA 
Hidróxido de sodio Anedra, Argentina 
Kit comercial Dead End T, Colorimetric System Promega, USA 
Kit comercial para detección de creatinina 
Laboratorios Wiener, 
Argentina 
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Nombre Origen 
Kit commercial En Vision H + system-HRP (DAB) 
Dako, Agilent 
Technologies, Denmark 
Kit commercial Vectastain ABC 
Universal Elite, Vector 
Laboratories, CA, USA 
Leche en polvo desnatada Sveltesse, Molico 
Marcador de peso molecular Full Range Rainbow 
Amersham Pharmacia 
Biotech, GE Healthcare 
Life Sciences, Sweeden 
Membrana de nitrocelulosa, Hybond ECL0,45µm 
Amersham Pharmacia 
Biotech, GE Healthcare 
Life Sciences, Sweeden 
-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich, USA 
Metanol Merck, Argentina 
β-nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
reducido (β-NADPH) 
Sigma-Aldrich, USA 
Nitrato de sodio Anedra, Argentina 
Nitrato reductasa Sigma-Aldrich, USA 
Nω-Nitro-L-arginina metil éster clorhidrato (L-NAME) Sigma-Aldrich, USA 
Nitroprusiato de sodio Anedra, Argentina 
Optiphase Hi Safe 3 
Perkin Elmer Life and 
Analytical Sciences, 
Wallac, OY, Finlandia 
Paraformaldehído 
Riedel-de Haën, 
Alemania 
Péptido natriurético atrial fragmento des-(Gln18, 
Ser19, Gly20, Leu21, Gly22)-ANP 4-23 (cANP4-23) 
Sigma-Aldrich, USA 
Péptido natriurético tipo C (CNP) Sigma-Aldrich, USA 
Peróxido de hidrógeno 
Laboratorios Cicarelli, 
Argentina 
Persulfato de amonio (PMSF) Sigma-Aldrich, USA 
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Nombre Origen 
Resina Dowex AG50W-X8 Bio Rad, USA 
Rojo de Ponceau S. Sigma-Aldrich, USA 
Sacarosa Anedra, Argentina 
SDS-PAGE 
Bio-Rad, Munchen, 
Alemania 
Sirius red F3AB Sigma-Aldrich, USA 
Sistema de detección Amersham ELC Prime de 
Western Blotting Detection Reagent 
Amersham Pharmacia 
Biotech, GE Healthcare 
Life Sciences, Sweeden 
Solución de Lugol Sigma-Aldrich, USA 
Sulfanilamida Sigma-Aldrich, USA 
Sulfato de magnesio heptahidrato Anedra, Argentina 
Superóxido dismutasa Sigma-Aldrich, USA 
Terbutilhidroperóxido Fluka, Suiza 
1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) Sigma-Aldrich, USA 
Tris Ultra PureTM Invitrogen, USA 
Tween 20 Sigma-Aldrich, USA 
Uretano Sigma-Aldrich, USA 
Xileno 
Laboratorios Cicarelli, 
Argentina 
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PROTOCOLO III: ESTUDIO DE LOS EFECTOS A LARGO PLAZO DEL PÉPTIDO 
NATRIURÉTICO TIPO C SOBRE LA VASCULATURA EN RATAS WISTAR 
NORMOTENSAS Y EN RATAS ESPONTÁNEAMENTE HIPERTENSAS 
 
 
5.2.1. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
Se registró la presión arterial sistólica (PAS) en ratas Wistar y SHR 
conscientes, de 12 semanas de edad, mediante el método tail-cuff. Posteriormente, 
los animales fueron pesados en balanza analítica (precisión: ± 0,1 g) (Ohaus, modelo 
AR5120, USA) y se los colocó en jaulas metabólicas para la recolección de orina 
durante 24 horas. 
 
Los animales fueron separados aleatoriamente en cuatro grupos 
experimentales a los que se les infundió durante 14 días: solución fisiológica 
(Control, NaCl 0,9 % p/v) o CNP (0,75 μg/hora/rata, disuelto en solución fisiológica). 
El tratamiento crónico se realizó mediante bombas osmóticas subcutáneas (modelo 
1002, Alzet, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante, que fueron 
implantadas entre las escápulas, bajo técnica aséptica y empleando éter como 
anestesia (Romero M y col, 2013). Los cuatro grupos experimentales obtenidos 
fueron: 
 
- Wistar-Control 
- Wistar-CNP 
- SHR-Control 
- SHR-CNP 
 
Al finalizar el período experimental, nuevamente se registró la PAS, se 
pesaron los animales y se obtuvieron muestras de orina de 24 horas y plasma, de 
acuerdo al esquema de la Figura 5.1. 
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Figura 5.1: Esquema del protocolo experimental para la administración de 
solución fisiológica o CNP durante 14 días. 
 
 
 
 
5.2.2. REGISTRO DE LA PRESIÓN ARTERIAL SISTÓLICA 
 
- Fundamento 
Las mediciones de la PAS se realizaron en las ratas conscientes, por método 
no invasivo, en la cola de las ratas (método tail-cuff), utilizando un transductor de 
pulso (MP100 Pulse Transducer, PanLab) y fueron registradas con un polígrafo 
(Fisiógrafo modular Power Lab, Quad Bridge Amp, ADInstruments). Los datos 
obtenidos se procesaron con un programa de adquisición de datos (PowerLab 8/30 
and Labchart, Australia). Los resultados se expresaron en (mm Hg). 
 
- Metodología 
Para obtener una medida de la PAS fiable, en cada sesión las ratas fueron 
primero aclimatadas a la manipulación y al medio externo en un ambiente 
termostatizado y silencioso por 40 minutos. Se realizó la adaptación de los animales 
con 2-3 sesiones de medida donde únicamente se realizaba la inflación-deflación 
del manguito de presión, sin registrar los valores de la PAS. Una lámpara fue 
utilizada para mantener una temperatura de 33-34 ºC durante las medidas, con la 
finalidad de mejorar la vasodilatación local en la cola del animal. 
Después del período de adaptación, las ratas permanecieron relativamente 
imperturbables cuando se realizaron las medidas definitivas. El valor de PAS fue 
Día 1 Día 14
Presión arterial sistólica
Jaulas metabólicas
Colocación de bombas 
osmóticas subcutáneas
Presión arterial sistólica
Jaulas metabólicas
Extracción de sangre
Día 0
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calculado como el promedio de 6 mediciones. Se descartaron las medidas 
consideradas aberrantes por movimientos del animal o artefactos. 
 
 
5.2.3. EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN RENAL 
 
Las determinaciones de la diuresis, las concentraciones de creatinina y de 
sodio, y la osmolaridad, se realizaron en muestras de orina de 24 hs. En muestras de 
suero y plasma se determinaron además, las concentraciones de creatinina y de 
sodio, respectivamente. 
Además, al finalizar el período experimental se determinó el peso del riñón 
mediante balanza analítica (precisión ± 0,0001 g; modelo Modelo EP64, Ohaus 
Corporation, Pine Brook, NJ, USA)  y se expresó, como porcentaje, en función del 
peso corporal. 
 
 
Diuresis:  
 
La determinación de la diuresis se realizó recolectando la orina de 24 horas 
antes de comenzar y al finalizar el período experimental (Figura 5.1). Las ratas se 
pesaron y se colocaron en jaulas metabólicas individuales durante 24 horas. 
Durante este período se recolectaron muestras de orina en recipientes 
acondicionado para tal fin. 
Las diuresis se midieron por método gravimétrico y fueron expresadas en 
ml/24 hs.100 g de peso corporal. 
 
 
Tasa de filtrado glomerular: 
 
La tasa de filtrado glomerular se estimó mediante el clearance o depuración 
de creatinina (Clcreatinina). La creatinina, compuesto altamente difusible, es filtrada a 
nivel glomerular, no es secretada ni es reabsorbida en los túbulos renales y no se 
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sintetiza en el riñón. Por lo tanto la carga filtrada de creatinina es igual a su carga 
excretada en la orina. La concentración de creatinina se determinó en las muestras 
de orina y suero, utilizando un kit comercial (Wiener lab., Rosario, Argentina) y de 
acuerdo con las recomendaciones del fabricante, por método colorimétrico donde 
la creatinina reacciona con picrato alcalino, obteniéndose un cromógeneno que 
absorbe a 510 nm. 
Todas las muestras fueron mantenidas a 2 - 8 °C y las determinaciones se 
realizaron dentro de las 24 horas de su obtención. 
De las muestras obtenidas de orina de 24 horas, se tomó una alícuota y se 
efectuó una dilución 1:50 de la misma. En un tubo de reacción se colocaron 500 μL 
de la dilución, 500 μL de agua destilada, 2 mL de Reactivo 1 y 500 μL de Reactivo 2, 
se mezcló por inversión, y se incubó a temperatura ambiente por 20 minutos. 
Las muestras de sangre obtenidas, fueron procesadas para la obtención de 
suero y de éste se tomaron 400 μL, se agregaron 2 mL de Reactivo 1 y se centrifugó 
a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente para desproteinizar las 
muestras. Luego se tomaron 1,5 mL de sobrenadante y se adicionaron 250 μL de 
Reactivo 2. Se mezcló por inversión, y se incubó a temperatura ambiente por 20 
minutos. 
La lectura se realizó en espectrofotómetro (Shimadzu UV-160) a 510 nm. El 
blanco y el estándar de reacción se procesaron de forma similar. Todas las muestras 
fueron medidas por triplicado. 
 
El Clcreatinina se calculó como: 
 
 
Donde [creatinina]orina: es la concentración de creatinina en orina de 24 hs 
expresado en mg/mL, [creatinina]suero: es la concentración de creatinina en suero 
expresado en mg/mL, Volumen minuto orina: es el volumen minuto urinario 
expresado como mL/min.100 g peso corporal. De este modo, el Clcreatinina queda 
expresado en mL/minuto.100 g. 
[creatinina] orina
[creatinina] suero
Volumen minuto orina
Clcreatinina =
X
 C
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Determinación del ión Na+ en plasma y de su excreción urinaria: 
 
Se determinó la concentración del ión Na+ en muestras de plasma y de orina 
de 24 horas empleando un electrodo ión selectivo (Analizador de iones Tecnolab t-
410) y fueron expresadas en mEq/L. 
Se realizó una dilución 1/3 de las muestras de orina con agua miliQ, mientras 
que las muestras de plasma se midieron sin realizar diluciones.  Las determinaciones 
se realizaron por triplicado. La excreción de sodio en orina se calculó como la 
concentración urinaria de sodio por la diuresis y se expresó como mEq/24hs.100 g 
peso corporal. 
 
 
Determinación de la osmolaridad urinaria: 
 
Se determinó la concentración de solutos osmóticamente activos presentes 
en muestras de orina de 24 horas utilizando un microosmómetro (Osmette, modelo 
5004, USA) y se expresaron como mOsm/Kg H2O. 
Las muestras de orina se diluyeron 1/4 con agua miliQ para su medida.  Las 
determinaciones se realizaron por triplicado. 
 
 
5.2.4. EVALUACIÓN DE LOS PARÁMETROS MORFOMÉTRICOS, LA FUNCIÓN 
VENTRICULAR IZQUIERDA Y SIGNOS DE FIBROSIS TEMPRANA. 
 
Todas las determinaciones se realizaron, mediante ecocardiograma (ECC) y 
electrocardiograma (ECG), de acuerdo a los lineamientos de la American Society of 
Echocardiography  y la American Heart Association, respectivamente (Sahn DJ y col, 
1978). 
 
- Metodología 
Al día 14 del período experimental, los animales fueron anestesiados con 
ketamina (100 g/kg, ip) y midazolam (5 g/kg, ip) y, su tórax ventral y el abdomen 
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superior, se afeitaron en condiciones asépticas. La evaluación ecocardiográfica se 
realizó en la posición de decúbito lateral izquierdo. Se obtuvieron imágenes 
bidimensionales en modo M dirigidas utilizando un sistema SonoScape (Modelo: A6 
Vet, configurado con transductor microconvexo electrónico multifrecuencial 9-4 
MHz). 
Las mediciones se tomaron desde el plano del eje corto paraesternal 
derecho en el nivel de las valvas de la válvula mitral. Se determinó (en mm): el 
espesor de la pared libre del ventrículo izquierdo (PLVI), el espesor del tabique 
interventricular (TIV) y la dimensión interna del VI (DVI) en diástole (d) y en sístole 
(s). Se calcularon (en %) las fracciones de acortamiento (FA) y eyección (FE) a partir 
de las dimensiones internas del VI de acuerdo con las siguientes fórmulas: 
 
 
 
El espesor relativo de la pared del VI (EPR) se calculó utilizando la fórmula 
[((PLVId + TIVd ) / DVId) x 100].  
La frecuencia cardíaca (latidos/minuto) se monitorizó mediante ECG 
estándar (Temis, Modelo: TM 1210). El ECG se registró en posición supina utilizando 
un electrodo en cada extremidad. El electrodo en la extremidad posterior derecha 
funcionó como un electrodo de referencia. De acuerdo con las recomendaciones de 
la American Heart Association, se obtuvieron las derivaciones bipolares I (entre la 
extremidad anterior derecha y la izquierda), II (entre la extremidad anterior derecha 
y miembro posterior izquierdo) y III (entre la extremidad anterior izquierda y la 
posterior izquierda) y las derivaciones unipolares avR, avL y avF. Las señales de ECG 
se registraron a una velocidad de muestreo de 25 - 50 mm/segundos. Los registros 
se realizaron con una duración mínima de 1 minuto para permitir la selección del 
latido y posterior promediado. 
Se calcularon el volumen de fin de diástole (VFD, ml) y de fin de sístole (VFS, 
ml), el volumen sistólico (VS, ml), y a partir de los valores obtenidos por el ECG se 
[(DVId - DVIs)/DVId] x 100FA =
[(DVId3 – DVIs3)/DVId3] x 100FE =
 C
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calculó el volumen minuto cardíaco (VMC, ml/minuto) empleando los siguientes 
cálculos (Slama M y col, 2003; Escudero EM y col; 2009): 
 
 
 
Posteriormente, los animales fueron sacrificados y se les extrajo el corazón. 
Luego de pesar el corazón, se aisló y se pesó el VI en balanza analítica Ohaus 
(precisión ± 0,0001 g) (Modelo EP64, Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA). 
Además, se extrajo la tibia del miembro inferior derecho y se midió su longitud 
empleando un calibre (Vernier Caliper, 0-150 mm). Se calculó entonces el índice de 
masa del ventrículo izquierdo (IMVI) como: 
 
 
 
 
 Tinción de colágeno en el ventrículo izquierdo 
 
- Fundamento 
El Sirius red es un colorante aniónico que interacciona a través de sus grupos 
sulfónicos con los grupos básicos presentes en las moléculas de colágeno, bajo luz  
(DVId3 – DVIs3)/1000VS =
((DVId3 – DVIs3)/1000) x FCVM =
(DVId3)/1000VFD =
(DVIs3)/1000VFS =
Peso VI (g)
Longitud tibia (cm)
IMVIlongitud tibia =
Peso VI (g)
Peso corporal (g)
IMVIpeso corporal =
Peso VI (mg)
Peso corazón (g)
IMVIpeso corazón =
x 100
 C
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visible, y permite evaluar los depósitos de colágeno tipo I y III en los tejidos 
(Junqueira LC y cols, 1979). 
 
- Metodología 
Se realizaron cortes del ventrículo izquierdo parafinizado de 4 μm de grosor, 
posteriormente fueron desparafinizados y rehidratados en distintos grados de 
etanol y solución buffer fosfato de sodio, pH 7,4. Luego los cortes fueron refijados 
con solución de paraformaldehído al 10% durante 10 minutos. 
La coloración de Picro-sirius Red de los cortes del tejido cardíaco se realizó 
por inmersión durante 30 minutos en una solución acuosa saturada en ácido pícrico 
de Sirius Red F3BA 0,5% p/v. La contra-tinción se realizó utilizando hematoxilina de 
Mayer durante 5 minutos.  
Los preparados fueron analizados con una magnificación de x400. Para 
evaluar el depósito de colágeno en el parénquima del ventrículo izquierdo se 
analizaron 8 fotos por corte de tejido y 3 cortes no consecutivos por rata. Se midió 
el área teñida de colágeno respecto del área total de tejido y los resultados se 
expresaron como el porcentaje del área total del tejido que presentó tinción (% 
área teñida/área total). Para evaluar el colágeno perivascular, se analizaron 8 fotos 
por corte y 3 cortes no consecutivos por rata. Se midió el área de colágeno 
perivascular y el área de la capa media de las arteriolas y los resultados se 
expresaron como el área de colágeno perivascular respecto del área de la capa 
media (área teñida/área total). 
 
 
5.2.5. REACTIVIDAD VASCULAR 
 
- Fundamento 
Los bioensayos de reactividad vascular fueron ampliamente utilizados por el 
premio Nobel John Vane y permitieron conocer el efecto de diversos fármacos 
sobre la síntesis de PGs, sustancias vasoactivas sintetizadas en la pared vascular 
(Vane J y col, 1998). Mediante el montaje de anillos de arteria en baño de órgano 
aislado, Furchgott y Zawadzky también permitieron mostrar la dependencia del 
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endotelio en la relajación inducida por acetilcolina (Furchgott RF y Zawadzki JV, 
1980). Mediante el montaje de anillos de arteria aorta torácica se determinó la 
reactividad vascular en ratas normotensas y ratas espontáneamente hipertensas. 
 
- Metodología 
Una vez finalizado el período experimental, los animales fueron sacrificados 
por decapitación y rápidamente se extrajo la porción descendente de la arteria 
aorta torácica, se colocó en solución Krebs fría y se limpió cuidadosamente el tejido 
conectivo. Se obtuvieron anillos de arteria aorta de 3 a 5 mm de espesor que fueron 
suspendidos en solución Krebs gasificada con 95% de O2 y 5% de CO2 a 37 ± 1°C, 
pH=7,4, y fueron ajustados progresivamente a una tensión basal óptima de 1 g y 
estabilizados durante 60 minutos. La tensión isométrica (g) utilizando un 
transductor de fuerza (TRI201, rango ± 25 g, PanLab SL) y las mediciones fueron 
registradas con un polígrafo (Fisiógrafo modular Power Lab, ADInstruments). Los 
datos obtenidos se procesaron con un programa de adquisición de datos (PowerLab 
8/30 and Labchart, Australia). Durante el período de estabilización se cambió la 
solución Krebs cada 15 minutos. La composición de la solución Krebs fue: NaCl 118 
mM; KCl 4,7 mM; NaHCO3 25 mM; NaH2PO4.H2O 1,13 mM; CaCl2.2H2O 2,55 mM; 
MgCl2.6H2O 1,15 mM; D-glucosa 11,1 mM; EDTA disódico 0,004 mM; ácido 
ascórbico 0,11 mM. 
 
Una vez que los anillos fueron estabilizados, se evaluó la contracción del 
músculo liso vascular cambiando la solución Krebs por una solución Krebs 
enriquecida en K+ (NaCl 32,8 mM; KCl 90 mM; NaHCO3 25 mM; NaH2PO4.H2O 1,13 
mM; CaCl2.2H2O 2,55 mM; MgCl2.6H2O 1,15 mM; D-glucosa 11,1 mM; EDTA 
disódico 0,004 mM; ácido ascórbico 0,11 mM). Posteriormente se lavaron hasta 
alcanzar nuevamente la tensión basal. 
Se midió la tensión isométrica alcanzada, ante el agregado de 
concentraciones crecientes de: 
- Fenilefrina (agonista selectivo de los receptores adrenérgicos α1, 10
-10 M - 
10-5 M). Los resultados se expresaron en g de tensión desarrollada, y en 
función de la contracción máxima alcanzada con KCl 90 mM, en porcentaje. 
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- Acetilcolina (agonista de los receptores colinérgicos M, 10-10 M - 10-5 M) en 
anillos precontraídos con fenilefrina (10-6 M - 10-5 M). La respuesta 
vasodilatadora se expresa como la tensión obtenida luego del agregado de 
acetilcolina, respecto a la tensión máxima alcanzada con fenilefrina, en 
porcentaje. 
- Nitroprusiato de sodio (NPS, dador de óxido nítrico, 10-13-10-6 M) en anillos 
precontraídos con fenilefrina (10-6 M - 10-5 M). Los resultados se expresan 
como en el caso de la acetilcolina. 
 
De cada animal se obtuvieron 3 anillos de arteria aorta torácica y se realizó 
un solo experimento en cada anillo de aorta. 
 
 
5.2.6. EVALUACIÓN DEL SISTEMA DEL ÓXIDO NÍTRICO 
 
Determinación de los metabolitos del óxido nítrico en orina: 
 
- Fundamento 
Se determinó la concentración de nitratos y/o nitritos, metabolitos del NO 
(NOx), con el método descripto por Verdon y col. en 1995. Este método consiste en 
la conversión de los nitratos a nitritos por acción de la enzima nitrato reductasa en 
presencia de β-nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido (β-NADPH) 
como cofactor, el cual es reciclado con el sistema enzimático de la glucosa 
deshidrogenasa. Posteriormente, se cuantificaron los nitritos totales con la reacción 
colorimétrica de Griess (Verdon CP  y col, 1995). 
 
- Metodología 
La concentración de NOx se determinó en las muestras de orina de 24 horas 
recolectadas al finalizar el período experimental (día 14), y se expresaron como 
(nmol/min.100 g peso corporal). Se colocaron 50 μL de solución estándar (NaNO3, 1 
a 25 mmol/L), muestra o blanco (agua deionizada) en una placa con 96 pocillos. Se 
agregaron (concentración final) β-NADPH, 10 μmol/L; glucosa-6-fosfato, 500 
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μmol/L; glucosa deshidrogenasa, 160 U/L; nitrato reductasa, 80 U/L; y buffer fosfato 
de sodio, 14 mmol/L, a pH 7,3. El tiempo de la reacción fue de 1 h a temperatura 
ambiente. Luego se agregaron 200 μL de una mezcla (1:1) de sulfanilamida al 1% y 
dihidrocloruro de N-(1-naftil)-etilendiamina al 0,1% en ácido ortofosfórico al 2,5%. 
Al cabo de 10 min de incubación a temperatura ambiente se midió la absorbancia 
con un espectrofotómetro con lector para microplaca a una longitud de onda de 
540 nm. 
 
 
Determinación de la actividad de la enzima óxido nítrico sintasa: 
 
- Fundamento 
Se determinó la actividad de la óxido nítrico sintasa (NOS) como la cantidad 
de [14C]L-citrulina sintetizada a partir de [14C]L-arginina, por g de tejido.minuto 
(Rosignoli F y Pérez Leirós C, 2002; Costa MA y col, 2004).  
 
- Metodología 
Una vez finalizado el período experimental, el animal se sacrificó y se extrajo 
la porción descendente de la arteria aorta torácica. Se obtuvieron cortes de 2-3 mm 
de espesor que se incubaron en solución Krebs gaseada con carbógeno, durante 15 
minutos, con 0.5 µCi/mL [14C]L-arginina.HCl como sustrato de la NOS. Se evaluó la 
especificidad de la determinación agregando, según el protocolo experimental, L-
NAME al comienzo del período de incubación. Para determinar la conversión de 
[14C]L-arginina en [14C]L-citrulina, el tejido fue homogeneizado en 500 µL de 
solución buffer Stop conteniendo HEPES 20 mM, EDTA 0,5 mM, EGTA 0,5 mM, pH 
5,5; (homogeneizador Pro 200, Pro Scientific Inc. Oxford, CT, USA), y luego 
centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se pasó por una 
columna conteniendo 1 mL de resina Dowex AG 50W-X8 (forma Na+), hidratada con 
buffer Stop, eluyendo con 2 mL de agua destilada. La cantidad de [14C]L-citrulina 
generada se determinó con un contador de centelleo líquido, y los resultados se 
expresaron como (pmol/g tej.min) (Wallac 1414 WinSpectral). 
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Determinación de la expresión proteica de la enzima óxido nítrico sintasa: 
 
- Fundamento 
Se determinó la expresión proteica de la eNOS y el nivel de fosforilación de 
esta isoforma, por la técnica de Western blot, en la arteria aorta torácica. 
 
- Metodología 
Secciones de arteria aorta torácica fueron homogeneizadas en buffer HEPES 
20 mM, EDTA 1 mM, persulfato de amonio (PMSF) 2 mM, sacarosa 280 mM, 
ditiotreitol 1 mM, que contiene además el cocktail de inhibidores de proteasas y el 
cocktail de inhibidores de fosfatasas. Posteriormente los homogenatos fueron 
centrifugados a 10000 rpm, a 4°C y por 10 minutos. Los sobrenadantes se 
conservaron a -80ºC hasta el momento de realizar las determinaciones. 
Las proteínas de los homogenatos (0,06 mg proteínas/calle) fueron 
separadas por electroforesis en un gel de SDS-PAGE al 7,5%, transferidas en sistema 
húmedo durante 1 hora a 100 mV a una membrana de nitrocelulosa y luego 
incubadas con anticuerpos policlonales de conejo anti-eNOS, epitope en el N-
terminal (dilución 1/500), anti-eNOS fosforilada en la posición Ser1177 (dilución 
1/500) y anticuerpo monoclonal de conejo anti-β-actina (dilución 1/2000). Se 
empleó como anticuerpo secundario anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado 
con peroxidasa de rábano picante (dilución 1/2500 o 1/5000 en el caso del 
anticuerpo primario anti-β-actina). 
Las muestras fueron reveladas por quimioluminiscencia usando reactivo ECL 
(Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent) por 4 minutos. La 
cuantificación de las bandas se realizó por análisis digital de las imágenes, usando 
un scanner Hewlett–Packard y un software ImageJ (National Institutes of Health, 
MD, USA). 
Los niveles proteicos de la isoforma endotelial de la NOS fueron expresados 
como la densidad óptica de cada banda normalizada por la densidad óptica 
correspondiente a la banda de β-actina corrida en el mismo gel. Los niveles de 
fosforilación en la posición Ser1177 de la eNOS, se expresaron como la densidad 
óptica de cada banda normalizada por la densidad óptica correspondiente a la 
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banda de eNOS corrida en el mismo gel. Todos los experimentos se realizaron por 
triplicado. 
 
- Cuantificación de la concentración de proteínas 
La concentración de las proteínas en los homogenatos se midió mediante el 
método de Bradford. Es una técnica colorimétrica que se basa en el cambio de 
absorbancia, de 466 nm a 595 nm, de una solución ácida de Coomassie Brillant Blue 
G250. Para la curva de calibración se empleó como patrón estándar seroalbúmina 
bovina (BSA) disuelta en el buffer de homogeneización de las muestras. En un tubo 
de reacción se mezclaron por inversión 100 μL de una dilución 1:10 de los 
homogenatos, 100 μL de agua destilada como blanco, o 100 μL de BSA 
(concentración final 0.5 a 10 μg/mL) con 1000 μL de reactivo de Bradford y se 
incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se leyó a 595 
nm y luego se calculó la concentración de proteínas en las muestras. 
 
 
5.2.7. EVALUACIÓN DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DEL CNP EN ARTERIA AORTA 
 
Determinación de la producción de anión superóxido 
 
- Fundamento 
La enzima NADPH oxidasa se activa en procesos inflamatorios. Su actividad 
constituye una de las fuentes endógenas más importante de especies reactivas del 
oxígeno en el organismo, y se encuentra presente en el endotelio y en el MLV 
(Dworakowski R y col, 2008a). Cataliza la transferencia de un electrón desde el 
NADPH hacia el O2 con la formación de anión superóxido, de acuerdo con la 
reacción: 
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La actividad de la enzima se evaluó mediante el monitoreo de la producción 
de O2
•- determinado a través de la quimioluminiscencia de la lucigenina (Antoniades 
C y col, 2008; Dworakowski R y col, 2008b; Cacanyiova S y col, 2013). 
 
- Metodología 
La producción de O2
•- se midió en anillos de arteria aorta de 1-2 mm de 
espesor. Se colocaron 230 μl de solución buffer fosfato de sodio 50 mM con EGTA 1 
mM y sacarosa 150 mM, pH = 7,4, a 37 ºC, con 10 μl de N,N′-dimetil-9,9′-biacridinio 
dinitrato (lucigenina, concentración final 20 μM) en una placa con 96 pocillos. Se 
verificó que dicha concentración de lucigenina no induce cambios sobre el ciclo 
redox en estas condiciones. 
Se midió la quimioluminiscencia en un luminómetro de placa (Luminoskan 
(EL), LabSystems). Este registro corresponde al blanco de reacción. 
Se agregaron 10 μL de NADPH (concentración final 300 μM) y se midió la 
quimioluminiscencia cada 5 segundos durante 5 minutos. 
Para evaluar la especificidad del método, la medida se realizó en presencia 
de superóxido dismutasa (concentración final en el pocillo: 200 U/ml) o TEMPOL 
(concentración final en el pocillo: 20 mM) en el medio de reacción. 
 
La producción de superóxido (UA/mg peso seco) se calculó como: 
 
 
 
Donde QLmuestra es la quimioluminiscencia proveniente de la muestra una vez 
agregado el NADPH en el pocillo, en unidades arbitrarias (UA); QLblanco es la 
quimioluminiscencia proveniente de la muestra antes del agregado de NADPH, en 
UA. 
En todas las muestras, las determinaciones se realizaron por triplicado. 
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Determinación de la concentración de glutatión reducido y oxidado 
 
- Fundamento 
La oxidación de glutatión reducido (GSH) a su forma oxidada (GSSG) es uno 
de los principales mecanismos que posee las células para su defensa frente a las 
especies oxidantes (Schafer FG y col, 2001). La actividad antioxidante del GSH se 
debe a la capacidad reductora del grupo tiol de la cisteína y es considerado un 
estimador fiable del estrés oxidativo. Puede actuar como antioxidante en las 
reacciones catalizadas por la glutatión peroxidasa, proteger la oxidación de grupos 
sulfhidrilos esenciales de las proteínas y reaccionar con radicales libres (Viña J, 
1996) 
Las concentraciones de GSH y GSSG pueden detectarse de forma rápida y 
sensible mediante cromatografía líquida de alta performance (HPLC) (Rodríguez-
Ariza A y col, 1994; Marchini T y col, 2014). 
 
- Metodología 
Una vez finalizado el período experimental se obtuvieron muestras de 
plasma y de arteria aorta torácica. El plasma se colocó en solución de ácido 
perclórico 1 M con EDTA 2 mM en una relación 1:3 y segmentos de arteria aorta se 
pesaron y se colocaron en una solución de ácido perclórico 1 M con EDTA 2 mM, en 
una relación 1:10. Todas las muestras se mantuvieron a -70ºC hasta el momento de 
realizar las determinaciones. El día en que se realizaron las determinaciones, las 
muestras de arteria se homogeneizaron (homogeneizador Pro 200, Pro Scientific 
Inc., Oxford, CJ, USA), se centrifugaron durante 20 minutos a 29000 g y se obtuvo el 
sobrenadante. 
Todas las muestras se filtraron utilizando membranas de 0,2 μm y se 
diluyeron en una relación 1/20 v/v con la fase móvil para su posterior separación 
mediante HPLC en fase reversa (Bomba binaria: Perkin Elmer ISS 250, inyector 
automético ISS 200 y detector IV-visible Waters 486 Tunable Absorbance Detector). 
Se empleó una columna supercosil LC-18 (25 cm x 4,6 mm con un tamaño de 
partícula de 5 μm). 
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Las concentraciones de GSH y GSSG se expresan como μM en el plasma y 
como μg/g peso fresco en arteria aorta. Se calculó además la relación GSSG/GSH 
como indicador del estado redox sistémico y tisular. Todas las determinaciones se 
realizaron por triplicado. 
 
 
Determinación de las especies reactivas al ácido tiobarbitúrico 
 
- Fundamento 
Las reacciones en cadena que ocurren durante la oxidación de los lípidos 
conducen a la formación de hidroperóxidos, que se descomponen en muchos 
productos secundarios como aldehídos, cetonas, entre otros. Dentro de los 
aldehídos que se forman, se puede obtener el malondialdehido (MDA). Este 
compuesto es detectable por fluorometría, donde el ácido tiobarbitúrico se une al 
MDA, en condiciones de bajo pH y alta temperatura, formando una base de Schiff 
que es excitada a 515 nm y emite a 553 nm (Yagi K y col, 1976). 
 
- Metodología 
Una vez obtenida la muestra de arteria aorta torácica, se homogeiniza 
(homogeneizador Pro 200, Pro Scientific Inc., Oxford, CT, USA) en solución buffer 
fosfato de potasio 30 mM, que contiene KCl 120 mM (a pH = 7,4) en una relación 
1:5 y se centrifuga a 2500 rpm durante 10 minutos y a 4 ºC. Se agregan 500 µL del 
sobrenadante con 50 µL de butil-hidroxi-tolueno (BHT) al 4 % p/v preparado en 
etanol y 500 µL de ácido tricloroacético (TCA) al 20 % p/v para precipitar proteínas. 
 Las muestras de plasma obtenidas al finalizar el período experimental (día 
14) se procesan agregando 500 µL de plasma con 50 µL de BHT al 4 % p/v preparado 
en etanol y 500 µL de TCA al 20 % p/v para la precipitación de proteínas. Se 
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente, a 500 µL de sobrenadante se agregan 500 µL de ácido 
tiobarbitúrico (TBA) al 0,7 % p/v y se calienta la mezcla a 100 ºC durante 1 hora. 
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Se enfrían rápidamente las muestras, y se extraen con 2,5 mL de n-butanol y 
agitación con vortex durante 1 minuto. Posteriormente se centrifugaron durante 10 
minutos a 1000 rpm. 
Para realizar la curva de calibración, se utilizó como patrón estándar el 
1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) (0,42 a 8,3 μmol/L) disuelto en buffer glicina-HCl de 
pH = 3,5. 
Todas las muestras, el blanco y los estándares de reacción para la 
calibración, se procesan de forma similar. 
Las muestras se miden en fluorómetro (Hitachi High-Technologies 
Corporation, modelo F-3010), llevando a cero el equipo con n-butanol, y con una 
longitud de onda de excitación de 515 nm y una longitud de onda de emisión de 
555 nm. Los niveles de los productos de lipoperoxidación (especies reactivas del 
ácido tiobarbitúrico, TBARs), se expresaron como nmol de malondialdehído 
(MDA)/mL de plasma, y nmol de MDA/mg de proteína en la arteria aorta torácica. 
 
 
5.2.8. EVALUACIÓN DE PARÁMETROS MORFOMÉTRICOS, APOPTOSIS, 
INDICADORES DE FIBROSIS E INFLAMACIÓN EN ARTERIA AORTA 
 
Para el análisis de las diferentes técnicas histológicas, inmunohistológicas y 
TUNEL, las observaciones se realizaron con un microscopio óptico Olympus BX51 
equipado con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, 
Ontario, Canada) y se utilizó el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media 
Cybernetics, LP, Silver Spring, MD, USA). Las mediciones se realizaron a doble ciego 
y bajo similares condiciones de luz, ganancia, compensación, y magnificación. 
 
 
Parámetros morfométricos 
 
- Metodología 
Se cortaron segmentos transversales de la porción media de la arteria aorta 
torácica, se fijaron en formaldehído 10% p/v en buffer fosfato de sodio, pH = 7,4 y 
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se incluyeron en parafina para obtener cortes de 4 μm de grosor. Tres cortes 
sucesivos de arteria aorta fueron teñidos con hematoxilina - eosina.  
 
El espesor de la capa media de la arteria aorta se calculó a partir de la 
medición de la longitud (μm) de los perímetros externo (Pexterno) e interno (Pinterno) 
que se midieron en las secciones de arteria aorta (x40) utilizando el software Image-
Pro Plus como: 
 
 
 
Donde r corresponde al radio externo e interno, respectivamente. 
Además se calculó la relación del espesor de la capa media (μm) con el 
diámetro de la luz (μm), calculado como [2 x rinterno]. (Castro MM y col, 2008; Castro 
MM y col, 2010). 
El área de la capa media de la arteria aorta (A media, μm
2) también se calculó 
a partir de las áreas interna de la luz y externa, como: 
 
 
 
 
Tinción de colágeno en la arteria aorta 
 
- Metodología 
Se realizaron cortes de la arteria aorta parafinizada de 4 μm de grosor, 
posteriormente fueron desparafinizados y rehidratados en distintos grados de 
π 2 rexternoPexterno = x
π 2 rinternoPinterno = x
rexterno rinternoEspesormedia = -
π r2externoA externa = x
π r2internoA interna = x
A externa A internaA media = -
 C
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etanol y solución buffer fosfato de sodio, pH 7,4. Luego los cortes fueron refijados 
con solución de paraformaldehído al 10% durante 10 minutos. 
La coloración de Picro-sirius Red de los cortes del tejido vascular se realizó 
por inmersión durante 30 minutos en una solución acuosa saturada en ácido pícrico 
de Sirius Red F3BA 0,5% p/v. La contra-tinción se realizó utilizando hematoxilina de 
Mayer durante 5 minutos.  
Los preparados fueron analizados por triplicado y con una magnificación de 
400x. Los resultados se expresaron como el porcentaje del área total que presentó 
tinción (% área teñida/área total). 
 
 
Inmunohistoquímica para el factor de crecimiento transformante-beta 1 y 
las proteínas Smad (isoformas 1, 2, 3, 5 y 8) 
 
- Fundamento 
El factor de crecimiento TGF-β1 estimula la expresión de colágeno, 
fibronectina y proteoglicanos, y regula la actividad de proteasas de la matriz 
extracelular, disminuyendo la degradación de colágeno. 
La unión del factor TGF-β1 a sus receptores (tipo I y II) promueve la 
fosforilación de distintos miembros de la familia de proteínas Smad, que en el caso 
de TGF-β1 son Smad2 y Smad3. La posterior traslocación al núcleo de estas 
proteínas y la activación de otros factores de transcripción, regula la expresión 
génica (Ruiz-Ortega M y col, 2007). 
Además, la traslocación de Smad puede ser activada por mecanismos 
independientes de TGF-β, como por ejemplo por la activación de la vía de 
señalización en la que participan ERK y MAPK (Wang W y col, 2006). 
 
- Metodología 
Se determinó por inmunohistoquímica la expresión del factor TGF-β y de las 
proteínas Smad en cortes de 5 μm de grosor de arteria aorta fijados en 
formaldehído 10% p/v en buffer fosfato de sodio (PBS), pH = 7,4 e incluidos en 
parafina. Los cortes se desparafinizaron empleando xileno y a continuación distintos 
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grados de alcohol etílico y finalmente solución buffer fosfato de sodio, pH 7.4. El 
peróxido endógeno fue bloqueado por incubación con el reactivo de bloqueo de 
peroxidasa DAB (Dako EnVision H + system-HRP) durante 5 minutos. 
Posteriormente se realizaron lavados con solución buffer fosfato de sodio, pH 7,4 y 
se incubaron los cortes de arteria aorta con anticuerpo policlonal de conejo anti-
Smad (H465 sc-7153, detecta las proteínas Smad1, 2, 3, 5 y 8, dilución 1:100) o anti-
TGF-β1 (dilución 1:25 o 1:50) durante 18 horas. Se realizaron lavados para remover 
el anticuerpo primario, y se incubó con el anticuerpo secundario de cabra anti-
conejo durante 45 minutos (Dako EnVision + system-HRP(DAB)). A continuación, las 
muestras se revelaron durante 15 minutos con una solución del cromógeno 3,39-
diaminobenzidina y se realizó la contra-tinción con hematoxilina de Mayer. 
Control Negativo: En un corte de arteria aorta de cada animal se realizó la 
técnica de marcación de Smad y TGF-β1 sin el agregado del anticuerpo primario. Las 
células de estos preparados no mostraron marcación. 
Se tomaron fotografías de secciones consecutivas de un mismo preparado 
de arteria aorta y se analizaron con el software Image-Pro Plus. Los resultados se 
expresaron como el porcentaje del área total que presentó tinción (% área 
teñida/área total). Los preparados fueron analizados por triplicado. 
 
 
Tinción de elastina en la arteria aorta 
 
- Fundamento 
La elastina presente en la matriz extracelular tiene alta afinidad por el 
complejo hierro-hematoxilina, siendo más retenido por la elastina que por otros 
componentes del tejido (Pieraggi M, y cols, 1986). 
 
- Metodología 
Se realizaron cortes de 4 μm de grosor de la arteria aorta previamente 
incluida en bloques de parafina. A continuación, los cortes fueron desparafinizados 
y rehidratados en distintos grados de etanol y solución buffer PBS, pH 7,4. 
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La coloración de Verhoeff-Van Gieson en los cortes del tejido vascular se 
realizó por inmersión durante 30 minutos en una solución acuosa de Hematoxilina-
Lugol que contiene cloruro férrico 2 % p/v. La contra-tinción se realizó utilizando la 
tinción de Van Gieson (ácido pícrico - fucsina ácida). 
Los preparados fueron analizados por triplicado y con una magnificación de 
x400. Se tomaron fotografías de secciones consecutivas de un mismo corte de la 
arteria aorta y se analizaron, dividiendo previamente la capa media en tres 
segmentos transversales y contando el número de fibras de elastina desde la íntima 
hasta la adventicia en cada uno de ellos. Los resultados se expresaron como el 
número de láminas de elastina por grupo y como la relación del número de capas y 
el espesor de la capa media (número de capas/espesor de capa media, μm-1). 
 
 
Determinación de apoptosis o muerte celular programada: Técnica 
histoquímica de TUNEL 
 
- Fundamento  
El ensayo de TUNEL se llevó a cabo para detectar aquellas células de la capa 
media y del endotelio vascular que han sufrido apoptosis. Para ello, se utilizó el kit 
DeadEnd T, Colorimetric System (Promega, USA) que permite la identificación de los 
extremos 3´-OH libres de los fragmentos del ADN genómico clivado como 
consecuencia de los procesos de apoptosis. Nucleótidos biotinilados son 
incorporados al extremo 3´-OH del ADN usando la enzima desoxinucleotidil 
transferasa recombinante. Estos nucleótidos son posteriormente marcados 
utilizando el conjugado estreptoavidina-peroxidasa de rábano y detectados con 
peróxido de hidrógeno y diaminobencidina. De este modo, los núcleos apoptóticos 
son marcados de color marrón (Arends MJ y cols, 1990; Gavrieli Y y cols, 1992). 
 
- Metodología 
Se realizaron cortes de la arteria aorta parafinizada de 5 μm de grosor, 
posteriormente se los desparafinizaron y rehidrataron en distintos grados de etanol 
y solución buffer PBS, pH = 7,4. Los cortes fueron fijados por inmersión en solución 
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de paraformaldehído al 4% durante 15 minutos y se los permeabilizó por incubación 
en proteinasa K (20 μg/ml) durante 15 minutos. Luego de refijar los cortes de 
arteria aorta con solución de paraformaldehído al 4% durante 5 minutos, se los 
incubó en buffer de equilibrio durante 10 minutos. Todos estos procedimientos 
fueron realizados a temperatura ambiente. Los cortes fueron posteriormente 
tratados con una mezcla de nucleótidos biotinilados y la enzima 
deoxinucletidiltransferasa terminal (TdT) en el buffer de reacción durante 60 
minutos a 37º C dentro de una cámara húmeda para marcar los extremos del ADN 
fragmentado de las células apoptóticas. La actividad peroxidasa endógena en el 
tejido vascular fue bloqueada por incubación con una solución de H2O2 3% en PBS 
durante 5 minutos. 
Posteriormente se los incubó con la solución del conjugado de 
estreptoavidina-peroxidasa de rábano durante 30 minutos y luego fueron 
coloreados con el cromógeno diaminobenzidina y H2O2 durante 10 minutos. Se les 
realizó una contra tinción con hematoxilina de Mayer y fueron montados en medio 
acuoso (10% glicerol) para el análisis por microscopía óptica. 
Control Positivo: Un corte de arteria aorta proveniente de una rata Wistar-
Control y un corte proveniente de una rata SHR-Control fueron tratados con una 
nucleasa del DNA previo a la realización de la técnica de TUNEL. La totalidad de las 
células presentaban marcación nuclear. Este control permitió confirmar que la 
permeabilización y la reacción de marcación fueron correctas. 
Control Negativo: En un corte de arteria aorta proveniente de una rata 
Wistar-SF y en un corte proveniente de una rata SHR-SF se realizó la marcación de 
TUNEL sin el agregado de la TdT. Las células de estos preparados no mostraron 
marcación nuclear. 
Se determinó el número de núcleos apoptóticos por área (magnificación 
x400), en tres secciones de arteria aorta no consecutivas. Las observaciones se 
analizaron con el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP,  Silver 
Spring, MD) para el análisis de imágenes. 
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Inmunohistoquímica para citoquinas inflamatorias 
 
- Fundamento 
La IL-6 y el TNF-α, son citoquinas pro-inflamatorias que poseen un papel 
central en los mecanismos de varias patologías de origen inmunológico o 
inflamatorio (Giani JF y col, 2011; Gullestad A y col, 2012; Lambertsen KL y col, 
2012; Park S y Lakatta EG, 2012) y sus niveles se relacionan con el estado de 
disfunción endotelial en los distintos lechos vasculares (Simon DI, 2012). 
 
- Metodología 
La arteria aorta torácica fue fijada en formaldehído 10% p/v en buffer 
fosfato de sodio, pH = 7,4 e incluida en parafina. Se realizaron cortes de 5 μm de 
espesor y se desparafinizaron empleando xileno y, a continuación, distintos grados 
de alcohol etílico y finalmente solución buffer PBS, pH 7,4. 
La inmunomarcación de las secciones de arteria aorta se llevó a cabo 
mediante el empleo del kit comercial Vectastain ABC (Universal Elite, Vector 
Laboratories, CA, USA) que utiliza el complejo avidina-biotina-peroxidasa. Después 
de la desparafinación y rehidratación, las secciones se lavaron durante 5 minutos en 
solución buffer PBS pH = 7,4. La actividad de la peroxidasa endógena se bloqueó 
mediante la incubación de las secciones durante 30 minutos en peróxido de de 
hidrógeno 1 % v/v en metanol. Después de lavar en PBS, pH 7,4 durante 20 minutos, 
se incubaron con suero de bloqueo durante 20 minutos. Posteriormente, las 
secciones se incubaron con el anticuerpo primario de cabra anti-IL-6 (dilución 
1/100) o con el anticuerpo primario anti-TNF-α (dilución 1/50), durante 18 horas. 
Los controles negativos se realizaron con secciones de tejido incubadas con 
PBS en vez de anticuerpo primario. Se realizaron lavados con PBS para remover el 
anticuerpo primario, y se incubó con el anticuerpo secundario biotinilado 
(Biotynilated Universal Antibody) durante 30 minutos. Después de lavar en PBS, se 
incubaron durante 40 minutos con el reactivo Vectastain Elite ABC, y se expusieron 
durante 5 minutos a 0,1 % diaminobenzidina y peróxido de hidrógeno 0,2 % en 
solución buffer Tris 50 mM, pH = 8. La contra-tinción se realizó con hematoxilina de 
Mayer. 
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5.2.9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Los resultados se expresaron como la media ± EEM (error estándar de la 
media) y para cada resultado n indica el número de ratas utilizadas. Se calcularon la 
media y la desviación estándar de cada variable para cada grupo de animales.  
Los valores de las respuestas de la reactividad vascular a fenilefrina, 
acetilcolina y nitroprusiato de sodio, se analizaron mediante regresión no lineal para 
las diferentes curvas analizadas. La concentración del agonista que produce el 50 % 
de la respuesta máxima (CE50) se determinó después de la transformación logit de 
las curvas normalizadas de concentración-respuesta, y los resultados se expresaron 
como el logaritmo negativo (pCE50) de la media de los valores individuales de cada 
variable para cada grupo. Se consideró el efecto vasoconstrictor o vasodilatador 
máximo (Rmax) como la máxima amplitud alcanzada en las curvas de 
concentración-respuesta para la fenilefrina o para la acetilcolina o nitroprusiato de 
sodio, respectivamente. 
Para la evaluación de los resultados se utilizaron los siguientes test 
estadísticos: 
- El t-test de Student para comparar dos grupos experimentales a un 
determinado tiempo 
- El análisis de la varianza (ANOVA de un factor) y el test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples entre los diferentes grupos a un 
determinado tiempo experimental. 
- El análisis de la varianza para medidas repetidas (ANOVA de dos factores) 
seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples 
entre los grupos a diferentes tiempos experimentales, donde uno de los 
factores factor fue el tratamiento y otro factor el tiempo de tratamiento. 
En los casos donde no se encontró interacción entre los dos factores, se 
aplicó el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples 
respecto de los efectos principales. En los casos donde se encontró 
interacción entre los dos factores, se informó la interacción y se analizaron 
los efectos simples mediante el test a posteriori de Bonferroni para 
comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés. 
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- Para realizar el análisis entre las ratas Wistar normotensas y las SHR, 
también se empleó ANOVA de dos factores, donde uno de los factores fue 
la ausencia o presencia de hipertensión arterial (Wistar o SHR, 
respectivamente) y el otro factor el tratamiento (Control o CNP). En los 
casos donde no se encontró interacción entre los dos factores, se aplicó el 
test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples respecto de 
los efectos principales. En los casos donde se encontró interacción entre 
los dos factores, se informó la interacción y se analizaron los efectos 
simples mediante el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones 
múltiples entre los subgrupos de interés. 
 
Se utilizó el software Prism 5 (Graph Pad Software, Inc., San Diego CA, USA) 
para el análisis estadístico. Se consideró significativo un p < 0,05. 
  
Capítulo 5: El CNP a largo plazo 
5.3. RESULTADOS en ratas normotensas 
 
223 
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PROTOCOLO III: ESTUDIO DE LOS EFECTOS A LARGO PLAZO 
DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C SOBRE LA VASCULATURA 
EN RATAS WISTAR NORMOTENSAS 
 
 
5.3.1. EVALUACIÓN DE LOS EFECTOS HEMODINÁMICOS DEL TRATAMIENTO 
CRÓNICO CON CNP EN RATAS WISTAR 
 
Registro de la presión arterial sistólica 
 
Estudios realizados previamente en el laboratorio muestran que la 
administración de CNP durante una hora, disminuye la presión arterial en las ratas 
normotensas (Costa MA y col, 2007). Para evaluar el efecto del tratamiento crónico 
con CNP sobre este parámetro, se midió mediante método no invasivo la PAS a las 
12 semanas de edad (valores pre-tratamiento) y a las 14 semanas de edad (valores 
post-tratamiento), en ratas Wistar que recibieron CNP durante 14 días. Como 
control, un grupo de animales recibió NaCl 0,9 % p/v en una dosis de 0,25 μl/hora 
durante 14 días. La Figura 5.2 muestra los resultados obtenidos. 
 
Figura 5.2 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la presión 
arterial sistólica en ratas Wistar. 
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Figura 5.2: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM; n = 12 
ratas por grupo y fueron analizados utilizando análisis de la varianza (ANOVA) de dos factores 
seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. Factor tiempo: 
efecto no significativo; factor tratamiento: efecto no significativo; interacción tiempo x 
tratamiento: efecto no significativo. 
 
 
Luego de 14 días de administración de NaCl 0,9 % p/v, no se observan 
cambios en la PAS en las ratas Wistar, respecto de los valores pre-tratamiento. 
Por otra parte, y a diferencia de los resultados obtenidos en los 
experimentos agudos (Costa MA y col, 2007), la administración crónica de CNP no 
indujo cambios en la PAS, sugiriendo que a largo plazo otros mecanismos se podrían 
poner en marcha para compensar el efecto hipotensor del CNP en las ratas 
normotensas. 
 
 
Evaluación de la función renal 
 
Diversos estudios realizados tanto en modelos animales como en humanos 
muestran que el CNP, a diferencia de los otros péptidos natriuréticos, carece o 
posee mínimos efectos directos sobre la función renal (Barletta G y col, 1988; 
Clavell AL y col, 1993; Hunt PJ y col, 1994; Igaki T y col, 1996). 
Sin embargo, no existe evidencia sobre los posibles efectos de la 
administración crónica de CNP y se postula además, que el péptido tendría un 
efecto protector sobre la morfología renal (Canaan-Kühl S y col, 1998; Cataliotti A y 
col, 2002). Por lo tanto, se determinó la diuresis, se estimó la tasa de filtrado 
glomerular mediante la depuración de creatinina y se evaluó la excreción de sodio a 
nivel renal y la osmolaridad urinaria, antes de comenzar con la administración de 
CNP y al finalizar la misma, en las ratas Wistar. 
En la Tabla 5.1 se muestran los resultados obtenidos. En ambos grupos de 
animales, el grupo Control y el grupo que recibió CNP, se observa un aumento de 
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peso corporal, y dicho aumento, expresado en g, fue similar en ambos grupos 
(Wistar-Control: 28,4 ± 4,1; Wistar-CNP: 29,9 ± 3,7; ns). 
En cuanto a la diuresis, la natriuresis y la osmolaridad urinaria, no se 
observan diferencias entre los valores obtenidos antes de comenzar el tratamiento 
y luego de finalizado el mismo, en ambos grupos de animales. Tampoco se observan 
diferencias entre los animales del grupo Control y los del grupo que recibió el 
tratamiento con CNP durante 14 días. Al evaluar la función glomerular, se observa 
un comportamiento similar, sin diferencias entre los valores de depuración de 
creatinina analizados de acuerdo al factor tiempo o al factor tratamiento. 
 
Tabla 5.1 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre distintos 
parámetros de funcionalidad renal en ratas Wistar. 
 
 Pre-tratamiento Post-tratamiento 
 
Control 
(n=12) 
CNP 
(n=12) 
Control 
(n=12) 
CNP 
(n=12) 
Peso corporal 
(g) 
315,8±9,5 317,3± 12,2 344,5±7,7* 347,2± 11,9# 
Riñón/peso corporal 
(%) 
- - 0,37 ± 0,01 0,37 ± 0,01 
Diuresis 
(ml/24 hs.100 g peso corporal) 
2,290 ± 0,205 2,068 ± 0,155 2,123 ± 0,111 2,156 ± 0,200 
[Creatinina]suero 
(mg/l) 
12,78 ± 1,09 13,46 ± 1,38 13,37 ± 0,81 13,28 ± 1,28 
Clcreatinina 
(ml/minuto.100 g) 
0,539 ± 0,064 0,515 ± 0,059 0,506 ± 0,046 0,639 ± 0,142 
[Na+]plasma 
(mEq/l) 
137 ± 6 135 ± 5 135 ± 4 134 ± 5 
Natriuresis 
(mEq/24 hs.100 g peso corporal) 
0,28 ± 0,02 0,25 ± 0,03 0,29 ± 0,02 0,28 ± 0,02 
Osmolaridad urinaria 
(mOsm/Kg H2O) 
2296 ± 116 2461 ± 197 2411 ± 99 2502 ± 168 
 
Tabla 5.1: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). [Creatinina]suero: concentración de creatinina en suero; 
Clcreatinina: depuración de creatinina; [Na
+]plasma: concentración de sodio en plasma. Los 
resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando análisis de la 
varianza (ANOVA) de dos factores seguido del test a posteriori de Bonferroni para 
comparaciones múltiples. Factor tiempo: efecto significativo (* p < 0,01 vs Pre-tratamiento 
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Control; # p < 0,01 vs Pre-tratamiento CNP); factor tratamiento: efecto no significativo; 
interacción tiempo x tratamiento: efecto no significativo. 
 
 
Evaluación de los parámetros morfométricos y de la función ventricular 
izquierda 
 
Según los resultados obtenidos en los experimentos realizados sobre la 
reactividad vascular en las ratas Wistar en el Capítulo 4, y de acuerdo con los 
resultados de numerosos autores en otros modelos experimentales, el CNP posee 
un claro efecto vasodilatador (Brunner F y col, 2001; Hobbs A y col, 2004; Simon A y 
col, 2009), sin embargo no observamos cambios en la PAS. Con el objetivo de 
evaluar si la administración crónica de CNP induce cambios en los parámetros 
morfométricos y/o en la función ventricular, se realizaron ecocardiogramas, 
electrocardiogramas y se determinaron el índice de masa y los signos de fibrosis del 
ventrículo izquierdo, en las ratas Wistar, al finalizar el período experimental. 
 
Los valores obtenidos de las distintas dimensiones del ventrículo izquierdo 
se expresaron en función de la longitud de la tibia, como parámetro de crecimiento. 
Los resultados se muestran en la Tabla 5.2. En las ratas normotensas, 
observamos que el tratamiento con CNP durante 14 días, no modificó las 
dimensiones del ventrículo izquierdo con respecto al grupo Control. 
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Tabla 5.2 – Evaluación mediante ecocardiograma del efecto de la 
administración crónica de CNP sobre parámetros morfométricos del ventrículo 
izquierdo en ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
Longitud tibia 
(cm) 
3,89 ± 0,03 3,92 ± 0,05 
TIVd / longitud tibia 
(mm/cm) 
0,441 ± 0,015 0,440 ± 0,026 
DVId / longitud tibia 
(mm/cm) 
1,513 ± 0,059 1,434 ± 0,088 
PLVId / longitud tibia 
(mm/cm) 
0,629 ± 0,008 0,586 ± 0,041 
TIVs / longitud tibia  
(mm/cm) 
0,726 ± 0,011 0,680 ± 0,040 
DVIs / longitud tibia 
(mm/cm) 
0,922 ± 0,032 0,802 ± 0,051 
PLVIs / longitud tibia 
(mm/cm) 
0,688 ± 0,014 0,6967,6 ± 0,037 
EPR 
(%) 
67,7 ± 2,7 65,7 ± 5,9 
 
Tabla 5.2: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). TIVd: tabique interventricular en diástole; DVId: 
dimensión del ventrículo izquierdo en diástole; PLVId: pared libre del ventrículo izquierdo en 
diástole; TIVs: tabique interventricular en sístole; DVIs: dimensión del ventrículo izquierdo en 
sístole; PLVIs: pared libre del ventrículo izquierdo en sístole; EPR: espesor parietal relativo. 
Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de 
Student para comparaciones entre dos grupos; no significativo. 
 
 
 Además, al finalizar el período experimental, se aisló el ventrículo izquierdo 
y se determinó el índice de masa del ventrículo izquierdo, que se expresó como la 
relación del peso del ventrículo izquierdo respecto a la longitud de la tibia, al peso 
corporal o al peso del corazón, no observando diferencias entre el grupo tratado 
con el péptido y el grupo Control (Tabla 5.3). También se evaluaron los depósitos de 
colágeno en el parénquima y el colágeno perivascular en cortes de ventrículo 
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izquierdo teñidos mediante la técnica de Picrosirius red, y no se observaron 
diferencias entre ambos grupos de animales. 
 
Tabla 5.3 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre el índice de masa 
del ventrículo izquierdo y los depósitos de colágeno en ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=9) 
CNP 
(n=9) 
Peso ventrículo izquierdo 
(g) 
0,841 ± 0,041 0,889 ± 0,060 
Peso corazón 
(g) 
1,153 ± 0,050 1,204 ± 0,070 
IMVIlongitud tibia 
(g/cm) 
0,209 ± 0,007 0,214 ± 0,012 
IMVIpeso corporal 
(g/100g) 
0,229 ± 0,006 0,222 ± 0,006 
IMVIpeso corazón 
(mg/g) 
739,3 ± 9,2 740,0 ± 10,7 
Colágeno ventrículo izquierdo 
(%) 
1,54 ± 0,53 1,78 ± 0,20 
Colágeno perivascular 
(área teñida / área capa media) 
1,79 ± 0,21 1,82 ± 0,09 
 
Tabla 5.3: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). IMVI: índice de masa del ventrículo izquierdo. Los 
resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de Student 
para comparaciones entre dos grupos, no significativo. 
 
 
 En la Figura 5.3 se muestran fotografías representativas de ventrículo 
izquierdo y su vasculatura, donde puede observarse el colágeno teñido mediante la 
técnica de Picrosirius red. 
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Figura 5.3 – Fotografías representativas de la coloración Picrosirius red en el 
parénquima y la vasculatura del ventrículo izquierdo en ratas Wistar. 
 
 
 
Figura 5.3: Tinción Picrosirius red. Panel A: Coloración Picrosirius red en el miocardio del 
ventrículo izquierdo de ratas Wistar. Panel B: Coloración Picrosirius red en la microvasculatura 
del ventrículo izquierdo de ratas Wistar. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 
μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se 
muestran con una magnificación de 400X. Barra de escala = 30 μm. n = 9 ratas por grupo. 
 
 
Por otra parte, al analizar la función ventricular, mediante las dimensiones 
del ventrículo izquierdo obtenidas en el ecocardiograma y la frecuencia cardíaca 
obtenida en el electrocardiograma, observamos que la infusión de CNP durante 14 
días no induce cambios, respecto del grupo Control, sobre los distintos parámetros 
que se muestran en la Tabla 5.4. 
Wistar Control Wistar CNP
A -
B -
Wistar Control Wistar CNP
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Tabla 5.4 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre los parámetros 
funcionales del ventrículo izquierdo evaluados mediante ecocardiograma y 
electrocardiograma en ratas Wistar. 
 
 
Post-tratamiento 
Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
FE 
(%) 
81,2 ± 1,7 78,2 ± 1,7 
FA 
(%) 
38,9 ± 1,2 44,0 ± 1,9 
VFD 
(ml) 
0,215 ± 0,020 0,216 ± 0,042 
VFS 
(ml) 
0,048 ± 0,005 0,038 ± 0,009 
VS 
(ml) 
0,166 ± 0,022 0,177 ± 0,034 
FC 
(latidos/minuto) 
430 ± 14 443 ± 6 
VMC 
(ml/minuto) 
72,1 ± 10,7 79,5 ± 15,0 
 
Tabla 5.4: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). FE: fracción de eyección; FA: fracción de 
acortamiento; VFD: volumen de fin de diástole; VFS: volumen de fin de sístole; VS: volumen 
sistólico; FC: frecuencia cardíaca; VMC: volumen minuto cardíaco. Los resultados se expresan 
como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones 
entre dos grupos; no significativo. 
 
 
5.3.2. ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD VASCULAR EN RATAS WISTAR 
 
 Dado el efecto del CNP sobre el tono vascular observado en el Capítulo 4 en 
las ratas normotensas, se evaluaron los posibles efectos del tratamiento crónico con 
el péptido sobre la reactividad vascular. 
Se estudió la respuesta a diferentes agentes vasoconstrictores y/o 
vasodilatadores en anillos de arteria aorta torácica que se extrajeron al finalizar el 
período experimental y se montaron en baño de órgano aislado. 
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Evaluación de la respuesta vasoconstrictora ante el agregado de fenilefrina  
 
Para evaluar si el tratamiento durante 14 días con CNP induce cambios en la 
respuesta a sustancias vasoconstrictoras en las ratas Wistar, se determinó el efecto 
del agregado de concentraciones crecientes de fenilefrina, agonista de los 
receptores α1-adrenérgicos, en la arteria aorta torácica. 
En la Figura 5.4 se puede observar el efecto de la fenilefrina sobre la tensión 
desarrollada en la arteria aorta, y también dicho efecto expresado en función de la 
respuesta máxima obtenida con KCl 90 mM. 
La tensión desarrollada en los anillos de arteria aorta de los animales que 
recibieron CNP durante 14 días, fue mayor respecto de los animales que recibieron 
solución fisiológica. Este efecto también se observa al expresar la respuesta 
vasoconstrictora a la fenilefrina, respecto del efecto máximo obtenido previamente 
con KCl 90 mM en la misma arteria. 
El aumento de la respuesta vasoconstrictora observado en las ratas tratadas 
con el péptido podría explicar, al menos en parte, la ausencia de un efecto 
hipotensor por la administración crónica de CNP en las ratas Wistar. 
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Figura 5.4 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la respuesta 
vasoconstrictora a fenilefrina en ratas Wistar. 
 
 
 
Figura 5.4: Panel A: Curva de tensión desarrollada (g) en función de la concentración de 
fenilefrina. Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. Panel C: Curva de respuesta constrictora a 
fenilefrina respecto de la respuesta obtenida con KCl 90 mM (%). Panel D: Rmax y pCE50 
obtenidas de C. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: 
infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Rmax: respuesta máxima obtenida ante el 
agregado de fenilefrina; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración (M) de 
fenilefrina que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como 
media ± EEM, y fueron analizados utilizando regresión no lineal y el test de Student para 
comparaciones entre dos grupos, * p < 0,01 vs Post-tratamiento Control. 
  
 
Evaluación de la respuesta vasodilatadora ante el agregado de acetilcolina 
 
Con el objetivo de estudiar si la administración crónica de CNP también 
induce cambios en la vasodilatación mediada por el endotelio, se realizaron curvas 
concentración-respuesta ante el agregado de concentraciones crecientes de 
Post-tratamiento
Control
(n=8)
CNP
(n=8)
Rmax
(%)
56,7  5,2 73,5  3,3*
pCE50
6,31  0,22 6,81  0,09
Post-tratamiento
Control
(n=8)
CNP
(n=8)
Rmax
(g)
1,13  0,13 1,62  0,06*
pCE50
6,26  0,25 6,77  0,08
-10 -8 -6 -4
-0.5
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
CW-SF
CW-CNP
Te
ns
ió
n 
(g
)
Log [fenilefrina, M]
-10 -8 -6 -4
-0.5
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
CW-SF
CW-CNP
A -
Wistar-CNP
Wistar-Control
B -
C -
D -
PE rel to KCl 90 mM (%) final
-10 -8 -6 -4
-20
0
20
40
60
80
100
CW-SF
CW-CNP
R
es
pu
es
ta
(%
 r
es
pe
ct
o 
de
 K
C
l9
0 
m
M
)
PE rel to KCl 90 mM (%) final
-10 -8 -6 -4
-20
0
20
40
60
80
100
CW-SF
CW-CNP
Log [fenilefrina, M]
Wistar-CNP
Wistar- ontrol
 C
ap
ít
u
lo
 5
: E
l C
N
P
 a
 la
rg
o
 p
la
zo
 
234 
 
acetilcolina, en anillos de arteria aorta torácica de las ratas Wistar que previamente 
fueron contraídos con fenilefrina. La respuesta vasodilatadora se expresa como 
porcentaje de relajación respecto de la contracción máxima obtenida con 
fenilefrina. 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.5. El tratamiento 
crónico con CNP no induce cambios en el efecto vasodilatador de la acetilcolina en 
la arteria aorta de las ratas normotensas. 
 
Figura 5.5 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la respuesta 
vasodilatadora a acetilcolina en ratas Wistar. 
 
 
 
Figura 5.5: Panel A: Curva de relajación (%) en función de la concentración de acetilcolina. 
Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 
μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Rmax: respuesta 
máxima obtenida ante el agregado de acetilcolina; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la 
concentración (M) de acetilcolina que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados 
se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando regresión no lineal y el test de 
Student para comparaciones entre dos grupos; no significativo. 
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Evaluación de la respuesta vasodilatadora ante el agregado de un dador de 
óxido nítrico 
 
Para evaluar si el tratamiento con CNP durante 14 días, induce cambios en la 
respuesta vasodilatadora independiente de endotelio, se realizaron curvas de 
concentración-respuesta ante el agregado de concentraciones crecientes de un 
dador de NO, nitroprusiato de sodio, en anillos de arteria aorta torácica que 
previamente fueron contraídos con fenilefrina. 
El tratamiento crónico con CNP disminuye la potencia vasodilatadora del 
nitroprusiato de sodio en la arteria aorta, si bien no modifica la Rmax a este dador 
de NO, con respecto al grupo Control. Esta disminución en el efecto del NO sobre la 
relajación del músculo liso vascular podría ser otro de los mecanismos, junto con la 
mayor respuesta a fenilefrina, que participa en el mantenimiento de la PAS dentro 
de los valores normales a largo plazo en las ratas normotensas (Figura 5.6). 
 
Figura 5.6 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la respuesta 
vasodilatadora a nitroprusiato de sodio en ratas Wistar. 
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Figura 5.6: Panel A: Curva de relajación (%) en función de la concentración de NPS. Panel B: 
Rmax y pCE50 obtenidas de A. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 
días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). NPS: nitroprusiato de sodio; 
Rmax: respuesta máxima obtenida ante el agregado de NPS; pCE50: potencia, logaritmo 
negativo de la concentración (M) de NPS que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los 
resultados se expresan como media ± EEM; y fueron analizados utilizando regresión no lineal 
y el test de Student para comparaciones entre dos grupos, * p < 0,01 vs Post-tratamiento 
Control. 
 
 
5.3.3. EVALUACIÓN DEL SISTEMA DEL ÓXIDO NÍTRICO EN RATAS WISTAR 
 
De acuerdo con resultados previos obtenidos en el laboratorio, la infusión 
aguda de CNP induce, además del efecto hipotensor, un aumento en la actividad del 
sistema del NO en las ratas Wistar, que se pone en evidencia por un aumento de la 
excreción urinaria de los productos finales del metabolismo del NO y por un 
aumento en la actividad de la enzima NOS en la arteria aorta (Costa MA y col, 2007). 
Por lo tanto, se evaluó el efecto del tratamiento crónico con CNP sobre el sistema 
del NO. 
 
 
Determinación de los metabolitos del óxido nítrico en orina 
 
Se determinó la excreción urinaria de NO2
- y NO3
- en muestras de orina 
obtenidas luego de la administración de CNP durante 14 días, mediante la técnica 
de Griess modificada (Verdon CP y col, 1995). En la Tabla 5.5 se muestran los 
resultados obtenidos. 
La administración de CNP aumentó significativamente la excreción urinaria 
de NOx en las ratas Wistar, luego de los 14 días de tratamiento. 
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Tabla 5.5 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la excreción 
urinaria de nitritos y nitratos en ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
NOxu 
(nmol/min.100 g peso corporal) 
1,10 ± 0,11 1,63 ± 0,12* 
 
Tabla 5.5: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). NOxu: excreción urinaria de nitritos y nitratos. Los 
resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de Student 
para comparaciones entre dos grupos, * p < 0,01 vs Post-tratamiento Control. 
  
 
Determinación de la actividad de la enzima óxido nítrico sintasa  
 
Para evaluar si el aumento observado en la excreción urinaria de los 
metabolitos del NO, se debe a un aumento en la actividad de la enzima NOS, se 
determinó la actividad de dicha enzima en la arteria aorta, mediante la técnica que 
utiliza [14C] L-arginina como sustrato. En la Tabla 5.6 se pueden observar los 
resultados. 
 
En la aorta torácica de los animales tratados con CNP observamos un 
aumento significativo en la actividad de la NOS, comparado con la actividad medida 
en el tejido proveniente de los animales del grupo Control. 
 
Tabla 5.6 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la actividad de la 
enzima óxido nítrico sintasa en la arteria aorta torácica de ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
Actividad NOS 
(pmol [
14
C] L-citrulina/g tejido.minuto) 
 85,0 ± 3,6 189,1 ± 1,6* 
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Tabla 5.6: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos, * p < 
0,0001 vs Post-tratamiento Control. 
 
 
Determinación de la expresión proteica de la enzima óxido nítrico sintasa  
  
Con el objetivo de evaluar si el aumento en la actividad de la NOS inducido 
por la infusión crónica de CNP en la arteria aorta, se debe a un aumento en la 
expresión de la isoforma endotelial de la NOS, se realizaron estudios de Western 
blot para eNOS en este tejido. Además se evaluó el nivel de fosforilación de la 
enzima en la posición reguladora Ser1177. Los resultados obtenidos se pueden 
observar en la Figura 5.6. 
 
Figura 5.6 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la expresión 
proteica de la enzima óxido nítrico sintasa endotelial en la arteria aorta 
torácica de ratas Wistar. Análisis densitométrico para los anticuerpos anti-
eNOS-PSer1177 y anti-eNOS. 
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Figura 5.6: Panel A: Niveles de fosforilación de la isoforma endotelial de la NOS en Ser1177 
(eNOS-PSer1177) respecto del contenido de eNOS total. Panel B: Contenido proteico de la eNOS 
respecto del contenido de β-actina. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 
14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan 
como media ± EEM; n = 6 ratas por grupo y fueron analizados el test de Student para 
comparaciones entre dos grupos, * p < 0,01 vs Post-tratamiento Control. 
 
 
En la arteria aorta se encontró reactividad positiva para la eNOS tanto en las 
ratas Wistar tratadas con CNP durante 14 días, como en los controles. Además, la 
administración crónica de CNP aumentó la expresión proteica de la isoforma 
endotelial de la NOS, mientras que los niveles de fosforilación en la posición 
reguladora Ser1177 de esta isoforma, no se ven afectados por el péptido en este 
protocolo experimental (Figura 5.6). 
 
 
5.3.4. EVALUACIÓN DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DEL CNP EN LA ARTERIA AORTA 
DE RATAS WISTAR 
 
Determinación de la producción de anión superóxido 
 
En las ratas Wistar tratadas con CNP durante 14 días, la producción de anión 
superóxido en la arteria aorta disminuye con respecto a los animales del grupo 
Control (Tabla 5.7). 
 
Tabla 5.7 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la producción de O2
•-
en la arteria aorta en ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=5) 
CNP 
(n=5) 
O2
•- Aorta 
(UA/mg peso seco) 
618,6 ± 26,3 491,4 ± 32,5* 
 
 C
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Tabla 5.7: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). O2
•-: anión superóxido. Los resultados se expresan 
como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones 
entre dos grupos, * p < 0,05 vs Post-tratamiento Control. 
 
 
Determinación de la concentración de glutatión reducido y oxidado 
 
Con el objetivo de evaluar si la administración de CNP durante 14 días, 
modifica el estado oxidativo a nivel sistémico y en la arteria aorta, se determinó la 
concentración de glutatión reducido, en plasma y arteria aorta torácica de las ratas 
Wistar. Los niveles de GSSG en el plasma y en la arteria aorta de ambos grupos de 
animales fueron indetectables, por lo que no se pudo calcular la relación GSH/GSSG. 
Sin embargo, la cuantificación de GSH muestra que el tratamiento crónico 
con CNP aumenta el contenido de GSH, tanto a nivel sistémico como en la arteria 
aorta, en las ratas normotensas. 
 
Tabla 5.8 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre el contenido de 
glutatión en el plasma y en la arteria aorta de ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
GSH Plasma 
(μmol/L) 
129,0 ± 16,9 255,6 ± 33,8* 
GSH Aorta 
(μg/g peso fresco) 
146,6 ± 26,9 714,6 ± 40,6* 
 
Tabla 5.8: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). GSH: glutatión reducido. Los resultados se expresan 
como media ± EEM, n = 6 ratas por grupo; y fueron analizados utilizando el test de Student 
para comparaciones entre dos grupos, * p < 0,01 vs Post-tratamiento Control. 
  
 
Determinación de las especies reactivas al ácido tiobarbitúrico 
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Además de evaluar el contenido de glutatión, se analizó el daño oxidativo en 
las ratas Wistar mediante la determinación de la concentración de los productos de 
peroxidación lipídica en muestras de plasma y de arteria aorta, obtenidas al finalizar 
el período experimental. 
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.9. No se observaron 
diferencias en la concentración de TBARs hallado en el plasma en las ratas Wistar 
que fueron infundidas con CNP, con respecto al grupo Control. Tampoco se 
obtuvieron diferencias significativas en los niveles de TBARs hallados en la arteria 
aorta torácica entre ambos grupos de animales. 
 
Tabla 5.9 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la concentración de 
los productos de peroxidación lipídica en el plasma y en la arteria aorta de 
ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
TBARs Plasma 
(nmol MDA / ml) 
1,31 ± 0,17 1,45 ± 0,15 
TBARs Aorta 
(nmol MDA / mg proteína) 
0,21 ± 0,02 0,19 ± 0,01 
 
Tabla 5.9: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). TBARs: especies reactivas al ácido tiobarbitúrico; 
MDA: malondialdehído. Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados 
utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos; no significativo. 
 
 
5.3.5. EVALUACIÓN DE PARÁMETROS MORFOMÉTRICOS, INDICADORES DE 
FIBROSIS, APOPTOSIS E INFLAMACIÓN EN LA ARTERIA AORTA DE RATAS 
WISTAR 
 
Diversos estudios postulan que el CNP posee efectos antifibróticos y anti-
inflamatorios, y además protege del daño apoptótico en diversos tejidos, entre ellos 
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el corazón, el riñón y los vasos (Canaan-Kühl Sy col, 1998; Qian JY y col, 2002; Itoh T 
y col, 2004; Mendoça M y col, 2010; Del Ry y col, 2013). Incluso el aumento de 
expresión de CNP en arterias coronarias previene el desarrollo de los procesos de 
restenosis luego de la angioplastia coronaria (Morishige K y col, 2000). 
Por lo tanto, evaluamos si la administración crónica de CNP induce cambios 
sobre la morfología de la arteria aorta en las ratas normotensas y también 
estudiamos posibles mecanismos que pudieran estar involucrados en dichos 
cambios. 
 
 
Parámetros morfométricos en la arteria aorta 
 
Con el objetivo de evaluar si la administración crónica de CNP induce 
cambios en la morfología de la arteria aorta en las ratas normotensas, se 
determinaron el área y el espesor de la capa media de la arteria, y su relación con el 
diámetro de la luz del vaso, en cortes teñidos con hematoxilina-eosina. Los 
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.10. En la Figura 5.7 se pueden 
observar fotografías representativas de los cortes de arteria aorta torácica, 
procesadas mediante la tinción hematoxilina-eosina. 
 
Tabla 5.10 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre el área y el espesor 
de la capa media de la arteria aorta en ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
Área capa media 
(μm
2
) 
375628 ± 20109 401139 ± 22676 
Espesor capa media 
(μm) 
65,26 ± 4,05 67,84 ± 3,83 
Espesor capa media / luz 
(μm/mm) 
0,035 ± 0,003 0,037 ± 0,002 
 
Tabla 5.10: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
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fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos; no 
significativo. 
 
 
El tratamiento crónico con CNP no indujo cambios en los parámetros 
morfométricos evaluados con respecto al grupo Control, en la arteria aorta torácica 
de las ratas normotensas. 
 
Figura 5.7 – Fotografías representativas del efecto del tratamiento crónico con 
CNP sobre el área y el espesor de la capa media de la arteria aorta en ratas 
Wistar. 
 
 
 
Figura 5.7: Tinción Hematoxilina-Eosina. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 
μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se 
muestran con una magnificación de 40X. Barra de escala = 200 μm. n = 8 ratas por grupo. 
 
 
Tinción de colágeno en la arteria aorta 
 
Para evaluar si la administración de CNP induce cambios sobre el depósito 
de colágeno en la capa media de la arteria aorta, mediante la técnica de Picrosirius 
red, se determinó el colágeno en cortes de arteria aorta torácica. 
Wistar Control Wistar CNP
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A los 14 días de tratamiento con el péptido no se observaron diferencias en 
el colágeno de la capa media de la arteria aorta en comparación con el grupo 
Control (Tabla 5.11). 
En la Figura 5.8 se muestran fotos representativas de la coloración 
Picrosirius red  en los cortes de arteria aorta de las ratas Wistar. 
 
Tabla 5.11 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre los depósitos de 
colágenos en la capa media de la arteria aorta en ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
Colágeno 
(%) 
10,2 ± 1,9 8,2 ± 1,3 
 
Tabla 5.11: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos, no 
significativo. 
 
 
Figura 5.8 – Fotografías representativas del efecto del CNP sobre el colágeno 
de la capa media de la arteria aorta en ratas Wistar. 
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Figura 5.8: Tinción Picrosirius red. SF: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 
días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se muestran con 
una magnificación de 400X. Barra de escala = 30 μm. n = 8 ratas por grupo. 
 
 
Inmunomarcación para el factor de crecimiento transformante - β1 
 
Uno de los factores involucrados en la síntesis de colágeno de la matriz 
extracelular es el TGF-β1. Se determinó, mediante técnica inmunohistoquímica, la 
marcación para este factor, en cortes de arteria aorta torácica, al finalizar el período 
experimental. En la Tabla 5.12 se muestran los resultados obtenidos. 
 
Como era de esperar, no se observan diferencias en los valores obtenidos 
entre ambos grupos de animales. 
En la Figura 5.9 se muestran fotografías representativas de la 
inmunomarcación para TGF-β1. 
 
Tabla 5.12 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la expresión del 
factor de crecimiento TGF-β1 en la arteria aorta en ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
Área teñida / área total 
(%) 
17,2 ± 1,9 16,1 ± 0,9 
 
Tabla 5.12: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos; no 
significativo. 
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Figura 5.9 – Fotografías representativas del efecto del tratamiento crónico con 
CNP sobre la expresión del factorTGF-β1 en la arteria aorta en ratas Wistar. 
 
 
 
Figura 5.9: Inmunomarcación para TGF-β1. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 
μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se 
muestran con una magnificación de 400X. Barra de escala = 30 μm. n = 6 ratas por grupo. 
 
 
Inmunomarcación para Smad en la arteria aorta 
 
Dado que la vía que involucra a las proteínas Smad 1, 2, 3, 5 y 8 puede ser 
activada por el factor TGF-β, pero también puede activarse de manera 
independiente (Rodríguez-Vita J y col, 2005), se determinó en las ratas Wistar, 
mediante técnica inmunohistoquímica, la marcación para las isoformas 1, 2, 3, 5 y 8 
de la proteína Smad, en cortes de arteria aorta torácica. 
Los resultados se muestran en la Tabla 5.13. En la Figura 5.10 se muestran 
fotografías representativas de ambos grupos de animales, donde además de 
observar que el tratamiento con CNP durante 14 días no induce cambios en la 
marcación para Smad, la marcación se ubica principalmente hacia la luz y hacia la 
adventicia. 
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Tabla 5.13 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la expresión de las 
proteínas Smad en la arteria aorta en ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
Área teñida / área total 
(%) 
2,32 ± 0,71 2,26 ± 0,79 
 
Tabla 5.13: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos, no 
significativo. 
 
 
Figura 5.10 – Fotografías representativas del efecto del tratamiento crónico 
con CNP sobre la expresión de las proteínas Smad en la arteria aorta en ratas 
Wistar. 
 
 
 
Figura 5.10: Inmunomarcación para las proteínas Smad. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 
% p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las 
imágenes se muestran con una magnificación de 400X. Barra de escala = 30 μm. n = 8 ratas 
por grupo. 
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Tinción de elastina en la arteria aorta 
 
Para estudiar si la administración crónica de CNP induce cambios a nivel de 
la elastina en la arteria aorta de las ratas Wistar, mediante la coloración Verhoeff - 
van Gieson se evaluaron el número de capas de elastina y su relación con el espesor 
de la capa media de dicha arteria. 
En la Tabla 5.14 se muestran los resultados obtenidos. El tratamiento 
crónico con CNP no indujo cambios en el número de capas de elastina y tampoco 
modificó su relación con el espesor de la capa media en la arteria aorta de las ratas 
Wistar, con respecto al grupo Control. 
 
En la Figura 5.11 se observan cortes de arteria aorta torácica teñidos 
mediante la técnica Verhoeff - van Gieson, en las que se pueden observar los 
núcleos teñidos de violeta, las fibras de elastina teñidas de negro parduzco y el 
colágeno en color rojo característico de la contra-tinción van Gieson. 
 
Tabla 5.14 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la elastina en la 
arteria aorta en ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
Número de capas de elastina 
 
8,2± 0,3 7,9 ± 0,3 
Capas de elastina / espesor capa media 
(μm-1) 
0,14 ± 0,01 0,12 ± 0,01 
 
Tabla 5.14: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos; no 
significativo. 
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Figura 5.11– Fotografías representativas del efecto del tratamiento crónico 
con CNP sobre la elastina en la arteria aorta en ratas Wistar. 
 
 
 
Figura 5.11: Tinción Verhoeff - van Gieson. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 
μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se 
muestran con una magnificación de 400X. Barra de escala = 30 μm. n = 6 ratas por grupo. 
 
 
Determinación de apoptosis o muerte celular programada: Técnica 
histoquímica de TUNEL 
 
La evaluación de las secciones de arteria aorta torácica, procesadas 
mediante la técnica de TUNEL, se realizó con el objetivo de estudiar si el 
tratamiento crónico con CNP induce cambios sobre la apoptosis celular en la arteria 
aorta de las ratas Wistar. 
En la tabla 5.15 se muestran los resultados obtenidos. No se observaron 
diferencias en el número de células apoptóticas en los cortes de arteria aorta de las 
ratas tratadas con CNP, respecto del grupo Control. 
En la Figura 5.12 se pueden observar fotografías representativas de las 
secciones de arteria aorta procesadas mediante la técnica de TUNEL, las flechas 
indican células positivas. 
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Tabla 5.15 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre el número de 
células apoptóticas en la arteria aorta de ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=6) 
Control 
(n=6) 
Núcleos apoptóticos / sección 
(%) 
1,1 ± 0,7 1,0 ± 0,3 
 
Tabla 5.15: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos; no 
significativo. 
 
 
Figura 5.12 – Fotografías representativas de secciones de arteria aorta 
procesadas mediante la técnica de TUNEL de ratas Wistar. 
 
 
 
Figura 5.12: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se muestran con una magnificación de 
400X. Barra de escala = 30 μm. n = 6 ratas por grupo. 
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Inmunomarcación para citoquinas pro-inflamatorias 
 
Se evaluó el efecto de la administración crónica de CNP sobre la expresión 
de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-α, mediante inmunomarcación, en 
cortes de arteria aorta torácica de ratas Wistar. 
Las ratas normotensas presentaron muy baja reactividad positiva para IL-6 y 
TNF-α (Tabla 5.16). También observamos que el tratamiento durante 14 días con 
CNP no induce cambios en la marcación obtenida para IL-6, respecto del grupo 
Control y tampoco se observan diferencias en la marcación para TNF-α, entre el 
grupo que recibió la infusión crónica de CNP y  el grupo que recibió NaCl 0,9% p/v 
durante el período experimental. 
Se muestran fotografías representativas de la inmumarcación para IL-6 y 
TNF-α en la arteria aorta torácica de ambos grupos de animales en la Figura 5.13. 
 
Tabla 5.16 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias en la arteria aorta en ratas Wistar. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
IL-6 - Área teñida / área total 
(%) 
0,7 ± 0,4 0,5 ± 0,3 
TNF-α - Área teñida / área total 
(%) 
1,4 ± 0,4 0,9 ± 0,4 
 
Tabla 5.16: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). IL-6: interleuquina 6; TNF-α: factor de necrosis 
tumoral α. Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el 
test de Student para comparaciones entre dos grupos, no significativo. 
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Figura 5.13 – Fotografías representativas del efecto del tratamiento crónico 
con CNP sobre la expresión de citoquinas pro-inflamatorias en la arteria aorta 
en ratas Wistar. 
 
 
 
Figura 5.13: Panel A: Inmunomarcación para IL-6 en arteria aorta torácica. Panel B: 
Inmunomarcación para TNF-α en arteria aorta torácica. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 
% p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las 
imágenes se muestran con una magnificación de 200X. Barra de escala = 100 μm. n = 8 ratas 
por grupo. 
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PROTOCOLO III: ESTUDIO DE LOS EFECTOS A LARGO PLAZO 
DEL PÉPTIDO NATRIURÉTICO TIPO C SOBRE LA VASCULATURA 
EN RATAS ESPONTÁNEAMENTE HIPERTENSAS 
 
 
5.4.1. EVALUACIÓN DE LOS EFECTOS HEMODINÁMICOS DEL TRATAMIENTO 
CRÓNICO CON CNP EN SHR 
 
Registro de la presión arterial sistólica  
 
Estudios previos realizados en el laboratorio muestran que la infusión aguda 
de CNP disminuye la presión arterial en las SHR (Caniffi C y col, 2010). Con el 
objetivo de evaluar el efecto del tratamiento durante 14 días con CNP (0,75 μg / 
hora) sobre la presión arterial en las ratas hipertensas, se midió la PAS por el 
método no invasivo tail-cuff, antes de comenzar el tratamiento con el péptido y una 
vez finalizado el período experimental. Como control, un grupo de animales recibió 
NaCl 0,9 % p/v, en una dosis de 0,25 μl / hora, durante los 14 días de tratamiento. 
 
Figura 5.14 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la presión 
arterial sistólica en SHR. 
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Figura 5.14: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, n = 12 
ratas grupo Control y n = 12 ratas grupo CNP, y fueron analizados utilizando análisis de la 
varianza (ANOVA) de dos factores, interacción tiempo x tratamiento p < 0,01; los efectos 
simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones 
múltiples entre subgrupos de interés; † p < 0,01 vs Pre-tratamiento CNP; ‡ p < 0,01 vs Post-
tratamiento Control. 
 
 
Como puede observarse en la Figura 5.14, los valores de PAS pre-
tratamiento y post-tratamiento fueron similares en el grupo Control. Por el 
contrario, y de acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos agudos 
realizados previamente, en las SHR que recibieron la infusión crónica de CNP, se 
observa la disminución de la PAS luego de los 14 días de tratamiento y con respecto 
al grupo Control. 
 
 
Evaluación de la función renal 
 
El estudio de los diferentes parámetros renales en las SHR, tuvo como 
objetivo evaluar si la administración durante 14 días de CNP, induce cambios en la 
función renal que puedan explicar, al menos en parte, la disminución de la PAS 
observada en este modelo de hipertensión arterial. En la Tabla 5.17 se muestran los 
valores obtenidos antes de comenzar el período experimental y al finalizar el 
mismo, para ambos grupos de animales. 
 
El peso corporal de las SHR aumentó en ambos grupos de animales luego de 
los 14 días del período experimental. La ganancia de peso (peso semana 14 - peso 
semana 12) fue similar para ambos grupos (SHR-Control: 35,8 ± 5,1; SHR-CNP: 38,4 
± 8,3; ns). 
En cuanto a la diuresis, la excreción renal de Na+ y la osmolaridad urinaria, 
no se observan diferencias en estos parámetros antes de comenzar el tratamiento y 
tampoco se observan diferencias en los valores obtenidos luego de los 14 días del 
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período experimental entre los dos grupos experimentales, o en comparación con 
los valores antes de comenzar el tratamiento (Tabla 5.17). 
Con el fin de evaluar la función glomerular se determinó la tasa de filtrado 
glomerular mediante la depuración de creatinina. En la Tabla 5.17 puede observarse 
que no hay diferencias en este parámetro entre los valores obtenidos pre-
tratamiento y los valores obtenidos post-tratamiento, en el grupo Control y en el 
grupo CNP. Tampoco se observan diferencias en la depuración de creatinina entre 
controles y tratados. 
 
Tabla 5.17 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre distintos 
parámetros de función renal en SHR. 
 
 Pre-tratamiento Post-tratamiento 
 Control 
(n=10) 
CNP 
(n=12) 
Control 
(n=10) 
CNP 
(n=12) 
Peso corporal 
(g) 
299,5 ± 7,5 303,2 ± 11,8 335,4 ± 5,7* 331,7 ± 12,3† 
Riñón/peso corporal 
(%)  
- - 0,40 ± 0,01 0,40 ± 0,01 
Diuresis 
(ml/24 hs.100 g peso corporal) 
2,81 ± 0,18 2,96± 0,11 2,56 ± 0,16 2,88 ± 0,31 
[Creatinina]suero 
(mg/l) 
12,42 ± 1,83 12,17 ± 1,70 12,61 ± 1,33 12,84 ± 2,04 
Clcreatinina 
(ml/minuto.100 g) 
0,613 ± 0,043 0,554 ± 0,029 0,593 ± 0,027 0,543 ± 0,025 
[Na+]plasma 
(mEq/l) 
136 ± 6 135 ± 5 137 ± 4 135 ± 6 
Natriuresis 
(mEq/24 hs.100 g peso corporal) 
0,23 ± 0,02 0,26 ± 0,02 0,22 ± 0,02 0,23 ± 0,03 
Osmolaridad urinaria 
(mOsm/Kg H2O) 
2092 ± 311 2144 ± 291 2419 ± 113 2370 ± 130 
 
Tabla 5.17: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). [Creatinina]suero: concentración de creatinina en suero; 
Clcreatinina: depuración de creatinina; [Na
+]plasma: concentración de sodio en plasma. Los 
resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando análisis de la 
varianza (ANOVA) de dos factores seguido del test a posteriori de Bonferroni para 
comparaciones múltiples. Factor tiempo: efecto significativo (* p < 0,01 vs Pre-tratamiento 
Control; † p < 0,01 vs Pre-tratamiento CNP); factor tratamiento: efecto no significativo; 
interacción tiempo x tratamiento: efecto no significativo. 
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 Evaluación de los parámetros morfométricos y de la función ventricular 
izquierda 
 
Se ha demostrado que el CNP previene tanto el desarrollo de hipertrofia 
como la disfunción cardíaca en ratones a los que se les administró ANG II (Izumiya Y 
y col, 2012). Para evaluar en las SHR, si la infusión crónica de CNP induce cambios 
en la función del ventrículo izquierdo y/o en los parámetros morfométricos que 
puedan estar relacionados con la disminución observada en la PAS, se realizaron 
ecocardiogramas, electrocardiogramas y se determinó el índice de masa y los signos 
de fibrosis del ventrículo izquierdo. 
En la Tabla 5.18 se observan los resultados obtenidos para los distintos 
parámetros morfométricos. Todos los valores se expresan en relación a la longitud 
de la tibia, como parámetro de crecimiento. 
 
Tabla 5.18 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre los parámetros 
morfométricos del ventrículo izquierdo evaluados mediante ecocardiograma 
en SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
Longitud tibia 
(cm) 
3,68 ± 0,04 3,67 ± 0,04 
TIVd / longitud tibia 
(mm/cm) 
0,521 ± 0,011 0,516 ± 0,012 
DVId / longitud tibia 
(mm/cm) 
1,443 ± 0,039 1,607 ± 0,088 
PLVId / longitud tibia 
(mm/cm) 
0,718 ± 0,010 0,675 ± 0,053 
TIVs / longitud tibia  
(mm/cm) 
0,715 ± 0,068 0,778 ± 0,042 
DVIs / longitud tibia 
(mm/cm) 
0,981 ± 0,105 1,095 ± 0,121 
PLVIs / longitud tibia 
(mm/cm) 
0,820 ± 0,039 0,816 ± 0,040 
EPR 
(%) 
81,2 ± 2,0 71,5 ± 2,1‡ 
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Tabla 5.18: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). TIVd: tabique interventricular en diástole; DVId: 
dimensión del ventrículo izquierdo en diástole; PLVId: pared libre del ventrículo izquierdo en 
diástole; TIVs: tabique interventricular en sístole; DVIs: dimensión del ventrículo izquierdo en 
sístole; PLVIs: pared libre del ventrículo izquierdo en sístole; EPR: espesor parietal relativo. 
Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de 
Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 0,01 vs Post-tratamiento Control. 
  
 
 En las ratas hipertensas, si bien no se observan diferencias significativas en 
las distintas dimensiones del ventrículo izquierdo entre los animales que recibieron 
la infusión crónica de CNP y el grupo Control, se observa una disminución del 
espesor parietal relativo en las SHR tratadas durante 14 días con el péptido. 
  
Dada esta diferencia observada en el espesor parietal relativo, al finalizar el 
tratamiento crónico, los animales fueron sacrificados y se determinó el índice de 
masa del ventrículo izquierdo, que se expresó en términos de la relación del peso 
del ventrículo izquierdo con la longitud de la tibia, el peso corporal o el peso del 
corazón, no encontrándose diferencias entre ambos grupos de animales (Tabla 
5.19). 
  
Por otra parte, ya que no se observaron cambios macroscópicos sobre el 
IMVI, y el miocardio está compuesto, además de los miocitos cardíacos, por otros 
elementos que conforman la matriz extracelular, entre ellos el colágeno, se evaluó 
si la infusión crónica de CNP induce cambios sobre los depósitos de colágeno en el 
ventrículo izquierdo y/o sobre el colágeno perivascular en dicho tejido (Tabla 5.19). 
Observamos que el tratamiento con el péptido disminuye los signos de fibrosis 
evaluados mediante la técnica de Picrosirius red tanto en el parénquima del 
ventrículo izquierdo como a nivel del colágeno perivascular en las SHR. 
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Tabla 5.19 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre el índice de 
masa del ventrículo izquierdo y los depósitos de colágeno en SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
Peso ventrículo izquierdo 
(g) 
1,033 ± 0,067 1,019 ± 0,035 
Peso corazón 
(g) 
1,354 ± 0,059 1,353 ± 0,025 
IMVIlongitud tibia 
(g/cm) 
0,316 ± 0,015 0,294 ± 0,013 
IMVIpeso corporal 
(g/100g) 
0,294 ± 0,017 0,300 ± 0,004 
IMVIpeso corazón 
(mg/g) 
788,0 ± 6,2 779,0 ± 5,8 
Colágeno ventrículo izquierdo 
(%) 
6,81 ± 0,40 3,27 ±0,27‡ 
Colágeno perivascular 
(área teñida / área capa media) 
2,77 ± 0,21 1,70 ± 0,20‡ 
 
Tabla 5.19: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 
0,01 vs Post-tratamiento Control. 
 
 
 En la Figura 5.15 se muestran fotografías representativas de cortes 
obtenidos del ventrículo izquierdo teñidos mediante la técnica de Picrosirius red, en 
los que se evaluó el colágeno presente en el parénquima del ventrículo izquierdo y 
el colágeno presente en las arteriolas del ventrículo, en ambos grupos de animales. 
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Figura 5.15 – Fotografías representativas de la coloración Picrosirius red en el 
parénquima y la vasculatura del ventrículo izquierdo en SHR. 
 
 
 
Figura 5.15: Tinción Picrosirius red. Panel A: Coloración Picrosirius red en el miocardio del 
ventrículo izquierdo de SHR. Panel B: Coloración Picrosirius red en la microvasculatura del 
ventrículo izquierdo de SHR. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 
días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se muestran con 
una magnificación de 400X. Barra de escala = 30 μm. n = 8 ratas por grupo. 
 
 
Con el objetivo de evaluar la función del ventrículo izquierdo en los animales 
que recibieron la infusión crónica de CNP, se calcularon las fracciones de 
acortamiento y de eyección, así como los distintos volúmenes del ventrículo 
izquierdo a partir de las dimensiones obtenidas mediante ecocardiograma.  
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Los resultados se muestran en la Tabla 5.20. Como puede observarse, la 
administración crónica de CNP parece no inducir cambios en las fracciones de 
acortamiento o de eyección, indicadores de la función sistólica del miocardio. Sin 
embargo, se observó que el tratamiento crónico con CNP induce un aumento del 
volumen de fin de diástole y del volumen sistólico en las ratas SHR, sin inducir 
cambios en la frecuencia cardíaca. Estos efectos se traducen en un aumento del 
volumen minuto en las SHR que recibieron la infusión crónica de péptido, con 
respecto al grupo Control. 
 
Tabla 5.20 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre los parámetros 
funcionales del ventrículo izquierdo evaluados mediante ecocardiograma y 
electrocardiograma en SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
FE 
(%) 
69,7 ± 6,3 70,8 ± 5,8 
FA 
(%) 
34,4 ± 1,4 38,4 ± 2,6 
VFD 
(ml) 
0,159 ± 0,015 0,233 ± 0,021‡ 
VFS 
(ml) 
0,051 ± 0,016 0,074 ± 0,024 
VS 
(ml) 
0,108 ± 0,012 0,159 ± 0,014‡ 
FC 
(latidos / minuto) 
435 ± 10 434 ± 15 
VM 
(ml / minuto) 
46,9 ± 4,1 69,0 ± 5,3‡ 
 
Tabla 5.20: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). FE: fracción de eyección; FA: fracción de 
acortamiento; VFD: volumen de fin de diástole; VFS: volumen de fin de sístole; VS: volumen 
sistólico; FC: frecuencia cardíaca; VM: volumen minuto cardíaco. Los resultados se expresan 
como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones 
entre dos grupos. ‡ p < 0,01 vs Post-tratamiento Control. 
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5.4.2. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD VASCULAR EN SHR 
 
En los estudios realizados de reactividad vascular que se mostraron en el 
Capítulo 4 se pone en evidencia el efecto vasodilatador del CNP. Dado que en las 
ratas hipertensas tratadas con CNP durante 14 días se observó una disminución en 
la PAS y los cambios obtenidos en la función sistólica no explican completamente el 
efecto hipotensor del péptido, se evaluó si el tratamiento durante 14 días con CNP 
induce cambios en la reactividad vascular de la arteria aorta. 
 
 
Evaluación de la respuesta vasoconstrictora ante el agregado de fenilefrina  
 
Con el objetivo de estudiar el efecto del tratamiento con CNP sobre la 
respuesta de la arteria aorta a sustancias vasoconstrictoras, se midió el efecto del 
agregado de concentraciones crecientes de fenilefrina, un agonista de los 
receptores α1-adrenérgicos, sobre el tono vascular. 
 
En la Figura 5.16 se observa el efecto de la fenilefrina sobre la tensión 
desarrollada en la arteria aorta y dicho efecto expresado como el porcentaje 
respecto de la respuesta máxima obtenida con KCl 90 mM. 
La tensión máxima desarrollada en los anillos de arteria aorta de las SHR que 
recibieron la infusión crónica de CNP, fue menor respecto de los anillos 
provenientes de las ratas Control. No se observaron diferencias en la potencia 
vasoconstrictora de la fenilefrina entre ambos grupos de animales. 
El mismo efecto se observó al expresar la tensión desarrollada como 
porcentaje de la tensión máxima obtenida con KCl 90 mM. 
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Figura 5.16 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la respuesta 
vasoconstrictora a fenilefrina en SHR. 
 
 
 
Figura 5.16: Panel A: Curva de tensión desarrollada (g) en función de la concentración de 
fenilefrina. Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. Panel C: Curva de respuesta constrictora a 
fenilefrina respecto de la respuesta obtenida con KCl 90 mM (%). Panel D: Rmax y pCE50 
obtenidas de C. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: 
infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Rmax: respuesta máxima obtenida ante el 
agregado de fenilefrina; pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración (M) de 
fenilefrina que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se expresan como 
media ± EEM, y fueron analizados utilizando regresión no lineal y el test de Student para 
comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 0,01 vs Post-tratamiento Control. 
 
 
Evaluación de la respuesta vasodilatadora ante el agregado de acetilcolina 
 
Con el objetivo de estudiar si la administración crónica de CNP, además de 
disminuir la respuesta vasoconstrictora a la fenilefrina, induce cambios en el efecto 
vasodilatador dependiente de endotelio, se realizaron curvas concentración-
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respuesta ante el agregado de concentraciones crecientes de acetilcolina, en anillos 
de arteria aorta torácica de las ratas hipertensas que previamente fueron 
contraídos con fenilefrina. 
 
Figura 5.17 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la respuesta 
vasodilatadora a acetilcolina en SHR. 
 
 
 
Figura 5.17: Panel A: Curva de relajación (%) en función de la concentración de acetilcolina. 
Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 
μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Rmax: respuesta 
máxima obtenida ante el agregado de acetilcolina en anillos precontraídos con fenilefrina; 
pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración (M) de acetilcolina que produce el 
50 % de la respuesta vasodilatadora máxima. Los resultados se expresan como media ± EEM, 
y fueron analizados utilizando regresión no lineal y el test de Student para comparaciones 
entre dos grupos. ‡ p < 0,01 vs Post-tratamiento Control. 
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La respuesta vasodilatadora se expresó en términos de relajación respecto 
de la contracción máxima obtenida con fenilefrina y los resultados obtenidos se 
muestran en la Figura 5.17. 
 El tratamiento crónico con CNP induce el aumento tanto de la relajación 
máxima como de la pCE50 en el efecto vasodilatador de la acetilcolina en la arteria 
aorta de las SHR. 
 
 
Evaluación de la respuesta vasodilatadora ante el agregado de un dador de 
óxido nítrico 
 
Se realizaron curvas de concentración-respuesta ante el agregado de 
concentraciones crecientes de nitroprusiato de sodio, un dador de NO, en anillos de 
arteria aorta torácica pre-contraídos con fenilefrina, para evaluar si el tratamiento 
durante 14 días con CNP induce cambios independientes de endotelio, en la 
respuesta vasodilatadora en las SHR. 
 
En la Figura 5.18 se observa que luego del tratamiento crónico con CNP, si 
bien no se modifica la respuesta máxima al nitroprusiato de sodio, se observa una 
disminución de la potencia vasodilatadora de este dador de NO en las ratas 
hipertensas tratadas con el péptido. 
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Figura 5.18 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la respuesta 
vasodilatadora a nitroprusiato de sodio en SHR. 
 
 
 
Figura 5.18: Panel A: Curva de relajación (%) en función de la concentración de nitroprusiato 
de sodio (NPS). Panel B: Rmax y pCE50 obtenidas de A. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % 
p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Rmax: 
respuesta máxima obtenida ante el agregado de NPS; pCE50: potencia, logaritmo negativo de 
la concentración (M) de NPS que produce el 50 % de la respuesta máxima. Los resultados se 
expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando regresión no lineal y el test de 
Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 0,05 vs Post-tratamiento Control. 
  
 
5.4.3. EVALUACIÓN DEL SISTEMA DEL ÓXIDO NÍTRICO EN SHR 
 
En estudios previos realizados en el laboratorio, demostramos que la 
infusión durante una hora de CNP tiene efecto antihipertensivo en las SHR, y dicho 
efecto se acompaña de un aumento en la actividad del sistema del NO a nivel 
vascular (Caniffi C y col, 2010). En el Capítulo 4 de la presente Tesis, también 
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observamos que la activación de la NOS en la arteria aorta es uno de los 
mecanismos involucrados en el efecto vasodilatador del CNP en las SHR. Además, 
nuestros los resultados muestran que la infusión crónica de CNP, durante 14 días, 
disminuye la PAS e induce cambios en la reactividad de la arteria aorta a la 
acetilcolina y al nitroprusiato de sodio. Por lo tanto y de acuerdo con estos 
resultados, se evaluó el efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la excreción 
de los productos finales del metabolismo del NO y la actividad y expresión proteica 
de la NOS, en la arteria aorta de las SHR. 
 
 
Determinación de los metabolitos del óxido nítrico en orina  
 
Se determinó la excreción urinaria de NOx en muestras obtenidas luego de 
la administración de CNP durante 14 días mediante la técnica de Griess modificada 
(Verdon CP y col, 1995). En la Tabla 5.21 se muestran los resultados obtenidos. 
La infusión de CNP durante 14 días no indujo un aumento significativo de la 
excreción urinaria de NOx en las SHR con respecto al grupo Control. 
 
Tabla 5.21 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la excreción 
urinaria de nitritos y nitratos en SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
NOxu 
(nmol/min.100 g peso corporal) 
1,64 ± 0,12 1,75 ± 0,09 
 
Tabla 5.21: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). NOxu: excreción urinaria de nitritos y nitratos. Los 
resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de Student 
para comparaciones entre dos grupos, no significativo. 
 
 
Determinación de la actividad de la enzima óxido nítrico sintasa 
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Dado que en el Capítulo 4 se observó que el CNP promueve el aumento de la 
actividad de la NOS, se evaluó la actividad de dicha enzima, mediante la técnica que 
utiliza [14C] L-arginina como sustrato, en la arteria aorta torácica aislada de las SHR. 
La actividad de la NOS aumentó significativamente en las SHR que recibieron 
la infusión de CNP durante 14 días, con respecto al grupo Control (Tabla 5.22). 
 
Tabla 5.22 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la actividad de 
la enzima óxido nítrico sintasa en la arteria aorta torácica de SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
Actividad NOS 
(pmol [14C] L-citrulina/g tejido.minuto) 
125,5 ± 5,2 208,9 ± 3,1‡ 
 
Tabla 5.22: Actividad NOS: pmol [14C] L-citrulina/g tejido.minuto. Control: infusión crónica de 
NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). 
Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de 
Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 0,0001 vs Post-tratamiento Control. 
 
 
Determinación de la expresión proteica de la enzima óxido nítrico sintasa  
 
Se realizaron estudios de Western Blot para la isoforma endotelial de la 
enzima NOS, con el objetivo de evaluar si el aumento en la actividad de la NOS 
inducido por la infusión crónica de CNP en la arteria aorta, se debe a un aumento en 
la expresión proteica de la eNOS en las SHR. 
Además, se evaluó el nivel de fosforilación de la enzima en la posición 
reguladora Ser1177, dado que en estudios realizados previamente demostramos 
que la infusión aguda de CNP aumenta el contenido de eNOS-PSer1177 en el 
ventrículo izquierdo (Caniffi C y col, 2010). 
En la Figura 5.19 se muestran los resultados obtenidos para la expresión 
proteica de la eNOS en la arteria aorta torácica en ambos grupos de animales. Se 
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encontró reactividad positiva para dicha enzima tanto en los animales tratados con 
CNP como en el grupo Control. 
 
Las ratas hipertensas a las que se les administró CNP durante 14 días 
presentaron un aumento de los niveles de fosforilación de la isoforma endotelial, 
sin observarse cambios en el contenido total de la eNOS en la arteria aorta en 
comparación con el grupo Control (Figura 5.19). 
 
Figura 5.19 – Efecto de la administración crónica de CNP sobre la expresión 
proteica de la enzima óxido nítrico sintasa endotelial en la arteria aorta 
torácica de SHR. Análisis densitométrico para los anticuerpos anti eNOS-
PSer1177 y anti eNOS. 
 
 
 
Figura 5.19: Panel A: Niveles de fosforilación de la isoforma endotelial de la NOS en Ser1177 
(eNOS-P
Ser1177
) respecto del contenido de eNOS total. Panel B: Contenido proteico de la eNOS 
respecto del contenido de β-actina. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 
14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan 
como media ± EEM; n = 6 ratas por grupo y fueron analizados utilizando el test de Student 
para comparaciones entre dos grupos, * p < 0,01 vs Post-tratamiento Control. 
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5.4.4. EVALUACIÓN DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DEL CNP EN LA ARTERIA AORTA 
DE SHR 
 
Determinación de la producción de anión superóxido 
 
Al evaluar la producción de anión superóxido en la arteria aorta de las ratas 
hipertensas, observamos que el tratamiento con CNP disminuye su producción, con 
respecto al grupo Control. 
 
Tabla 5.23 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la producción de 
O2
•- en la arteria aorta en SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=5) 
CNP 
(n=5) 
O2
•- Aorta 
(UA/mg peso seco) 
861,4 ± 75,0 370,7 ± 61,1‡ 
 
Tabla 5.23: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). O2
•-: anión superóxido. Los resultados se expresan 
como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones 
entre dos grupos, ‡ p < 0,001 vs Post-tratamiento Control. 
 
 
Determinación de la concentración de glutatión reducido y oxidado 
 
Se obtuvieron muestras de plasma con el objetivo de evaluar como 
marcador de estrés oxidativo sistémico in vivo, el contenido de glutatión reducido y 
el contenido de glutatión oxidado. También se obtuvieron muestras de arteria aorta 
para evaluar el estado oxidativo en este tejido, en las ratas hipertensas  del grupo 
Control y en las ratas que recibieron la infusión crónica de CNP. 
El contenido de GSSG fue indetectable en las muestras ensayadas mediante 
HPLC con detector UV. Como se muestra en la Tabla 5.24, los animales que 
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recibieron la infusión crónica de CNP muestran un aumento del contenido de GSH 
tanto en el plasma como en la arteria aorta, en comparación con el grupo Control. 
 
Tabla 5.24 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre el contenido de 
glutatión en el plasma y en la arteria aorta de SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
GSH Plasma 
(μmol/L) 
100,6 ± 15,2 197,0 ± 28,9‡ 
GSH Aorta 
(μg/g peso fresco) 
87,3 ± 13,6 189,9 ± 25,2‡‡ 
 
Tabla 5.24: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). GSH: glutatión reducido. Los resultados se expresan 
como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones 
entre dos grupos. ‡ p < 0,05 vs Post-tratamiento Control; ‡‡ p < 0,01 vs Post-tratamiento 
Control. 
 
 
Determinación de las especies reactivas al ácido tiobarbitúrico 
 
Teniendo en cuenta la disminución en la producción de anión O2
•- y el 
aumento observado en la concentración de GSH, en las ratas hipertensas tratadas 
con CNP durante 14 días con respecto al grupo Control, se determinó la 
concentración de TBARs presentes en plasma y en arteria aorta con el objetivo de 
evaluar si la administración de CNP durante 14 días, modifica el daño oxidativo en 
las SHR. 
Los resultados se muestran en la Tabla 5.25. Si bien no se observó una 
disminución significativa en los niveles plasmáticos de TBARs, la concentración de 
los productos de peroxidación lipídica resultó ser menor en la arteria aorta de los 
animales que recibieron la infusión de CNP durante 14 días, respecto del grupo 
Control. 
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Tabla 5.25 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la concentración de 
productos de peroxidación lipídica en el plasma y en la arteria aorta de SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
TBARs Plasma 
(nmol MDA / ml) 
13,16 ± 0,98 11,66 ± 1,35 
TBARs Aorta 
(nmol MDA / mg proteína) 
0,36 ± 0,01 0,27 ± 0,02‡ 
 
Tabla 5.25: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). TBARs: especies reactivas del ácido tiobarbitúrico; 
MDA: malondialdehído. Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados 
utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 0,01 vs Post-
tratamiento Control. 
 
 
5.4.5. EVALUACIÓN DE PARÁMETROS MORFOMÉTRICOS, INDICADORES DE 
FIBROSIS, APOPTOSIS E INFLAMACIÓN EN LA ARTERIA AORTA DE RATAS 
SHR 
 
Parámetros morfométricos en la arteria aorta 
 
La hipertensión arterial se encuentra asociada a cambios característicos en la 
morfología de los vasos, observándose un incremento en la relación media/lumen y 
una reorganización de los componentes de la matriz extracelular (Renna N y col, 
2013). 
Para evaluar si los cambios inducidos por el tratamiento crónico con CNP en 
la regulación del tono vascular, el sistema del NO y el estrés oxidativo, se 
acompañan de cambios en la morfología de la arteria aorta, de determinó el área y 
el espesor de la capa media vascular y la relación de dicho espesor con el diámetro 
de la arteria aorta en las SHR. 
Los tres parámetros evaluados disminuyen en las ratas hipertensas que 
recibieron la infusión crónica de CNP con respecto al grupo Control, observándose 
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que el tratamiento con el péptido induce cambios sobre el remodelado vascular 
característico de la hipertensión arterial (Tabla 5.26). 
En la Figura 5.20 se pueden observar fotografías representativas de la arteria 
aorta, procesadas mediante la coloración de hematoxilina-eosina. 
 
Tabla 5.26 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre el área y el espesor 
de la capa media de la arteria aorta en SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
Área capa media 
(μm2) 
578315 ± 45330 390778 ± 24162‡ 
Espesor capa media 
(μm) 
118,60 ± 7,13 95,21 ± 3,94‡ 
Espesor capa media / luz 
(μm/mm) 
0,070 ± 0,006 0,046 ± 0,003‡ 
 
Tabla 5.26: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 
0,01 vs Post-tratamiento Control. 
 
 
Figura 5.20 – Fotografías representativas del efecto del tratamiento crónico 
con CNP sobre el área y el espesor de la capa media de la arteria aorta en SHR. 
 
 SHR Control SHR CNP
   C
ap
ít
u
lo
 5
: E
l C
N
P
 a
 la
rg
o
 p
la
zo
 
274 
 
Figura 5.20: Tinción Hematoxilina-Eosina. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 
μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se 
muestran con una magnificación de 40X. Barra de escala = 200 μm. n = 8 ratas por grupo. 
 
 
Tinción de colágeno en la arteria aorta 
 
Con el objetivo de estudiar si los cambios observados en el área y en el 
espesor de la arteria aorta se acompañan de cambios en los procesos de fibrosis y 
deposición de colágeno en la arteria aorta torácica de las ratas hipertensas, se 
evaluó si la infusión crónica de CNP induce cambios en los depósitos de colágeno 
mediante la técnica histoquímica de Picrosirius red. 
 
Como puede observarse en la Tabla 5.27, la administración crónica de CNP 
disminuye el colágeno presente en la capa media de la arteria aorta de las SHR. En 
la Figura 5.21 se muestran fotos representativas de la tinción de Picrosirius red. 
 
Tabla 5.27 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre el colágeno de la 
capa media de la arteria aorta en SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
Colágeno 
(%) 
34,7 ± 3,5 19,8 ± 1,7‡ 
 
Tabla 5.27: SF: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 
0,01 vs Post-tratamiento Control. 
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Figura 5.21 – Fotografías representativas del efecto del CNP sobre el colágeno 
de la capa media de la arteria aorta en SHR. 
 
 
 
Figura 5.21: Tinción Picrosirius red. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 
14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se muestran con 
una magnificación de 400X. Barra de escala = 30 μm. n = 8 ratas por grupo. 
 
 
Inmunomarcación para el factor de crecimiento transformante - β1 
 
El TGF-β1 y la vía de las Smad, se encuentran involucrados en los procesos 
de síntesis de matriz extracelular y en el desarrollo de fibrosis (Ruiz-Ortega M y col, 
2007). 
Se determinó la expresión del factor de crecimiento TGF-β1 en cortes de 
arteria aorta mediante técnica inmunohistoquímica, con el objetivo de evaluar si la 
disminución de los niveles de colágeno en las ratas hipertensas tratadas con CNP se 
encuentra relacionada, al menos en parte, con una disminución de la expresión de 
este factor. 
Los resultados se muestran en la Tabla 5.28. El tratamiento crónico con CNP 
disminuye la marcación para este factor de crecimiento, principalmente a nivel del 
músculo liso vascular de la arteria aorta. Esto se puede observar en la Figura 5.22, 
donde se muestran fotografías representativas. En ambos grupos se observa 
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marcación hacia el endotelio y la adventicia, pero las SHR controles presentan 
mayor marcación en la capa media. 
 
Tabla 5.28 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la expresión del 
factor de crecimiento TGF-β1 en la arteria aorta de SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
Área teñida / área total 
(%) 
25,1 ± 0,7 18,5 ± 0,6‡ 
 
Tabla 5.28: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 
0,01 vs Post-tratamiento Control. 
 
 
Figura 5.22 – Fotografías representativas del efecto del tratamiento crónico 
con CNP sobre la expresión del factor de crecimiento TGF-β1 en la arteria 
aorta de SHR. 
 
 
 
Figura 5.22: Inmunomarcación para TGF-β1. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 
μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se 
muestran con una magnificación de 400X. Barra de escala = 30 μm. n = 8 ratas por grupo. 
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Participación de la vía de Smad en arteria aorta 
 
Si bien, factor de crecimiento TGF-β1 estimula la activación de las proteínas 
Smad para inducir la síntesis matriz extracelular, esta vía puede ser activada por un 
mecanismo independiente de TGF-β para inducir la síntesis de colágeno en el 
músculo liso vascular (Rodríguez-Vita J y col, 2005). Para evaluar si la expresión de 
Smad 1, 2, 3, 5 y 8, proteínas implicadas en la síntesis de matriz extracelular, 
disminuye en la arteria aorta de las SHR tratadas con CNP, se determinó por 
inmunohistoquímica su expresión. 
 
Como puede observarse en la Tabla 5.29, la marcación para Smad fue 
menor en las ratas que recibieron la infusión de CNP durante 14 días. En la Figura 
5.23 se observa que el grupo tratado con CNP tiene menor marcación en la capa 
media en comparación con el grupo Control. 
 
Tabla 5.29 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la expresión de las 
proteínas Smad en la arteria aorta en SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
Área teñida / área total 
(%) 
6,07 ± 0,74 2,75 ± 0,44‡ 
 
Tabla 5.29: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 
0,01 vs Post-tratamiento Control. 
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Figura 5.23 – Fotografías representativas del efecto del tratamiento crónico 
con CNP sobre la expresión de las proteínas Smad en la arteria aorta en SHR. 
 
 
 
Figura 5.23: Inmunomarcación para las proteínas Smad. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 
% p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las 
imágenes se muestran con una magnificación de 400X. Barra de escala = 30 μm. n = 8 ratas 
por grupo. 
 
 
Tinción de elastina en la arteria aorta 
 
Con el objetivo de analizar si la administración crónica de CNP induce 
cambios a nivel de la elastina, otro componente de la matriz extracelular en la 
arteria aorta, mediante la técnica histoquímica Verhoeff - van Gieson se evaluó el 
número de capas de elastina y su relación con el espesor de la capa media de dicha 
arteria en las SHR. En la Tabla 5.30 se muestran los resultados obtenidos y en la 
Figura 5.24 se muestran fotografías representativas de cortes de arteria aorta de 
ambos grupos de animales en las que se pueden observar las fibras de elastina 
teñidas de negro parduzco y el colágeno teñido de rojo. 
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Tabla 5.30 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la elastina en la 
arteria aorta de SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
Número de capas de elastina 
 
8,1 ± 0,2 8,4 ± 0,1 
Capas de elastina / espesor capa media 
(μm
-1
) 
0,07 ± 0,01 0,12 ± 0,01‡ 
 
Tabla 5.30: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, y 
fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 
0,01 vs Post-tratamiento Control. 
 
 
Figura 5.24 – Fotografías representativas del efecto del tratamiento crónico 
con CNP sobre la elastina en la arteria aorta de SHR. 
 
 
 
Figura 5.24: Tinción Verhoeff - van Gieson. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 
μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se 
muestran con una magnificación de 400X. Barra de escala = 30 μm. n = 8 ratas por grupo. 
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La evaluación de las secciones de la arteria aorta muestra que el tratamiento 
crónico con CNP no indujo cambios en el número de capas de elastina y aumentó la 
relación número de capas/espesor de la capa media, en la arteria aorta de las SHR. 
 
 
Determinación de apoptosis o muerte celular programada: Técnica 
histoquímica de TUNEL 
 
Con el fin de estudiar uno de los posibles mecanismos involucrados en los 
cambios estructurales observados en la arteria aorta inducidos por la 
administración crónica de CNP en las ratas SHR, se determinó el número de células 
apoptóticas respecto del número total en ambos grupos de animales luego de los 
14 días de tratamiento. 
La evaluación de las secciones de la arteria aorta mediante la técnica de 
TUNEL reveló un aumento de las células apoptóticas ubicadas en la capa media de 
la arteria aorta proveniente de las ratas que recibieron la infusión crónica de CNP, 
mientras que en el endotelio de la arteria aorta, se observa una disminución del 
número de células apoptóticas en estos animales (Tabla 5.31). 
En la Figura 5.25 se muestran fotos de microscopia óptica representativas de 
la arteria aorta de ambos grupos de animales, procesadas mediante la técnica de 
TUNEL. Como puede observarse, en el grupo tratado con CNP las células 
apoptóticas se localizaron particularmente en el músculo liso vascular. Si bien no 
fue posible cuantificarlas, en el grupo Control se hallaron células positivas a nivel del 
endotelio. 
 
Tabla 5.31 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre el número de 
núcleos apoptóticos en la arteria aorta en SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 Control 
(n=6) 
CNP 
(n=6) 
Núcleos apoptóticos / sección 
(%) 
1,2 ± 0,3 10,6 ± 1,0 
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Tabla 5.31: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Los resultados se expresan como media ± EEM, n = 6 
ratas por grupo; y fueron analizados utilizando el test de Student para comparaciones entre 
dos grupos. 
 
 
Figura 5.25 – Fotografías representativas de secciones de arteria aorta 
procesadas mediante la técnica de TUNEL en SHR. 
 
 
 
Figura 5.25: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las imágenes se muestran con una magnificación de 
400X. Barra de escala = 30 μm. n = 6 ratas por grupo. 
 
 
Inmunomarcación para citoquinas pro-inflamatorias 
 
Las citoquinas IL-6 y TNF-α desempeñan un importante papel en los 
procesos pro-inflamatorios que incluyen la activación de otras citoquinas, la 
migración y activación celular, y la activación de diversas enzimas, entre ellas 
metaloproteinasas y ciclooxigenasas que acompañan el proceso inflamatorio en la 
hipertensión y en el remodelado vascular (Renna N y col, 2013). Para estudiar el 
efecto de la administración crónica de CNP sobre la expresión de estas citoquinas 
pro-inflamatorias, en cortes de arteria aorta torácica de SHR, se detectaron 
mediante inmunomarcación. 
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Los resultados obtenidos para ambas citoquinas se muestran en la Tabla 
5.32. En la Figura 5.26 pueden observarse fotografías de microscopía óptica que 
representan los resultados descriptos. 
 
Los animales que recibieron la infusión de CNP durante 14 días presentaron 
menores niveles de marcación para IL-6 en la arteria aorta respecto de los animales 
del grupo Control. Resultados similares se obtuvieron para el TNF-α. La menor 
expresión de ambas citoquinas podría indicar una mejora del estado inflamatorio a 
nivel vascular en este modelo animal de hipertensión arterial. 
 
Tabla 5.32 – Efecto del tratamiento crónico con CNP sobre la expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias en la arteria aorta de SHR. 
 
 Post-tratamiento 
 
Control 
(n=8) 
CNP 
(n=8) 
IL-6, Área teñida / área total 
(%) 
19,2 ± 0,8 3,4 ± 0,6‡ 
TNF-α, Área teñida / área total 
(%) 
18,5 ± 0,9 4,4 ± 0,7‡ 
 
Tabla 5.32: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). IL-6: interleuquina 6; TNF-α: factor de necrosis 
tumoral α. Los resultados se expresan como media ± EEM, y fueron analizados utilizando el 
test de Student para comparaciones entre dos grupos. ‡ p < 0,01 vs Post-tratamiento Control. 
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Figura 5.26 – Fotografías representativas del efecto del tratamiento crónico 
con CNP sobre la expresión de citoquinas pro-inflamatorias en la arteria aorta 
de SHR. 
 
 
 
Figura 5.26: Panel A: Inmunomarcación para IL-6 en arteria aorta torácica. Panel B: 
Inmunomarcación para TNF-α en arteria aorta torácica. Control: infusión crónica de NaCl 0,9 
% p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). Las 
imágenes se muestran con una magnificación de 200X. Barra de escala = 100 μm. n = 8 ratas 
por grupo. 
 
 
A -
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PROTOCOLO III: ESTUDIO DE LOS EFECTOS A LARGO PLAZO DEL PÉPTIDO 
NATRIURÉTICO TIPO C SOBRE LA VASCULATURA EN RATAS WISTAR 
NORMOTENSAS Y EN RATAS ESPONTÁNEAMENTE HIPERTENSAS 
 
 
En el Capítulo 4 mostramos diferencias en el efecto vasodilatador del CNP 
entre las ratas normotensas y las ratas hipertensas. En el presente protocolo, 
observamos que el tratamiento crónico con CNP tiene pocos efectos en las ratas 
normotensas, mientras que en las ratas hipertensas, se observó que el péptido 
promueve cambios en los parámetros estudiados. 
 
Con el objetivo de evaluar las diferencias que existen entre ambos grupos 
controles y las posibles diferencias en el efecto del tratamiento a largo plazo con 
CNP, se analizaron los efectos del péptido sobre parámetros morfométricos y 
depósitos de colágeno en el ventrículo izquierdo entre ambos grupos de animales. 
Las comparaciones se muestran en la Tabla 5.33. 
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Tabla 5.33 – Comparación de los parámetros morfométricos y depósitos de 
colágeno cardíacos entre las ratas Wistar y las SHR, controles y tratadas con 
CNP durante 14 días. 
 
 Wistar SHR 
TIVd / longitud tibia(mm/cm) Control 0,441 ± 0,015 0,521 ± 0,011
‡‡ 
TIVd / longitud tibia(mm/cm) CNP 0,440 ± 0,026 0,516 ± 0,012
‡ 
PLVIs / longitud tibia(mm/cm) Control 0,688 ± 0,014 0,820 ± 0,039
‡ 
PLVIs / longitud tibia(mm/cm) CNP 0,696 ± 0,037 0,816 ± 0,040
‡ 
EPR(%) Control 67,7 ± 2,7 81,2 ± 2,0
‡ 
EPR(%) CNP 65,7 ± 5,9 71,5 ± 2,1 
IMVIlongitud tibia (g/cm) Control 0,209 ± 0,007 0,316 ± 0,015
‡‡‡ 
IMVIlongitud tibia (g/cm) CNP 0,214 ± 0,012 0,294 ± 0,013‡‡‡ 
Colágeno VI(%) Control 1,54 ± 0,53 6,81 ± 0,40*** 
Colágeno VI(%) CNP 1,78 ± 0,20 3,27 ± 0,27### 
Colágeno perivascular(área teñida/área media) Control 1,79 ± 0,21 2,77 ± 0,21** 
Colágeno perivascular(área teñida/área media) CNP 1,82 ± 0,09 1,70 ± 0,20### 
 
Tabla 5.33: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). TVId: tabique interventricular en diástole; PLVIs: 
pared libre del ventrículo izquierdo (VI) en sístole; EPR: espesor parietal relativo; 
IMVI: índice de masa del VI. Los resultados se expresan como media ± EEM y fueron 
analizados utilizando: 
TIVd: Análisis de la varianza (ANOVA) de dos factores, seguido del test a posteriori 
Bonferroni para comparaciones múltiples respecto de los efectos principales, factor 
hipertensión arterial: ‡ p < 0,05 vs Wistar; ‡‡ p < 0,01 vs Wistar; factor tratamiento: 
efecto no significativo; interacción hipertensión x tratamiento: efecto no significativo. 
PLVIs: ANOVA de dos factores, seguido del test a posteriori Bonferroni para 
comparaciones múltiples respecto de los efectos principales, factor hipertensión 
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arterial: ‡ p < 0,05 vs Wistar; factor tratamiento: efecto no significativo; interacción 
hipertensión x tratamiento: efecto no significativo. 
EPR: ANOVA de dos factores, seguido del test a posteriori Bonferroni para 
comparaciones múltiples respecto de los efectos principales, factor hipertensión 
arterial: ‡ p < 0,05 vs Wistar; factor tratamiento: efecto no significativo; interacción 
hipertensión x tratamiento: efecto no significativo. 
IMVI: ANOVA de dos factores, seguido del test a posteriori Bonferroni para 
comparaciones múltiples respecto de los efectos principales, factor hipertensión 
arterial: ‡‡‡ p < 0,001 vs Wistar; factor tratamiento: efecto no significativo; 
interacción hipertensión x tratamiento: efecto no significativo. 
Colágeno VI: ANOVA de dos factores, interacción hipertensión x tratamiento: p < 
0,0001; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni 
para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; *** p < 0,001 vs Wistar 
Control; ### p < 0,001 vs SHR Control. 
Colágeno perivascular: ANOVA de dos factores, interacción hipertensión x 
tratamiento: p < 0,0001; los efectos simples se analizaron mediante el test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; 
** p < 0,01 vs Wistar Control; ### p < 0,001 vs SHR Control. 
 
 
También se analizaron las diferencias en la respuesta de la arteria aorta a 
agentes vasoconstrictores y vasodilatadores entre los animales normotensos e 
hipertensos, controles y tratados con CNP durante 14 días (Tabla 5.34). 
 
Tabla 5.34 – Reactividad vascular ante el agregado de fenilefrina o acetilcolina 
en las ratas Wistar y SHR controles y tratadas con CNP. 
 
 Wistar SHR 
Rmax fenilefrina(%) Control 56,7 ± 5,2 111,7 ± 9,5*** 
Rmax acetilcolina(%) Control 83,6 ± 3,9 59,7 ± 4,6*** 
pCE50 NPS Control 10,89 ± 0,29 9,62 ± 0,12
‡‡‡ 
pCE50 NPS CNP 9,91 ± 0,23
†† 9,25 ± 0,09‡ 
 C
ap
ít
u
lo
 5
: E
l C
N
P
 a
 la
rg
o
 p
la
zo
 
288 
 
 
Tabla 5.34: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días). Rmax: 
respuesta máxima obtenida ante el agregado de CNP; pCE50: potencia, logaritmo negativo de 
la concentración molar que produce el 50 % de la respuesta máxima; NPS: nitroprusiato de 
sodio. Los resultados se expresan como media ± EEM y fueron analizados utilizando: 
Rmax fenilefrina: Análisis de la varianza (ANOVA) de dos factores, interacción 
hipertensión x tratamiento: p < 0,0001; los efectos simples se analizaron mediante el 
test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre subgrupos de 
interés; *** p < 0,001 vs Wistar Control. 
Rmax acetilcolina: ANOVA de dos factores, interacción hipertensión x tratamiento: p 
< 0,0001; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni 
para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; *** p < 0,001 vs Wistar 
Control. 
NPS: ANOVA de dos factores, seguido del test a posteriori Bonferroni para 
comparaciones múltiples respecto de los efectos principales, factor hipertensión 
arterial: ‡ p < 0,05 vs Wistar; ‡‡‡ p < 0,001 vs Wistar; factor tratamiento: †† p < 0,01 
vs Control; interacción hipertensión x tratamiento: efecto no significativo. 
 
 
Teniendo en cuenta que en el Capítulo 4 observamos diferencias en la 
participación del sistema del NO en el efecto vasodilatador del CNP entre las ratas 
normotensas y las hipertensas, y los efectos observados con la administración 
crónica de CNP en ambos grupos de animales sobre este sistema, analizamos las 
diferencias entre las ratas Wistar y las SHR. 
 
Los resultados obtenidos para ambos grupos se muestran en la Tabla 5.35. 
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Tabla 5.35 – Comparación de la excreción de metabolitos del NO, la actividad 
de la NOS y la expresión de eNOS entre las ratas Wistar y las SHR, controles y 
tratadas con CNP durante 14 días. 
 
 Wistar SHR 
NOxu(nmol/min.100 g peso corporal) Control 1,10 ± 0,11 1,64 ± 0,12
‡‡ 
NOxu(nmol/min.100 g peso corporal) CNP 1,63 ± 0,12
†† 1,73 ± 0,09 
Actividad NOS(pmol [14C] L-citrulina/g tej.min) Control 85,0 ± 3,6 125,5 ± 5,2*** 
Actividad NOS(pmol [14C] L-citrulina/g tej.min) CNP 189,1 ± 1,6*** 208,9 ± 3,1
### 
eNOS/actina(%) Control 60,37 ± 3,23 90,21 ± 5,29** 
eNOS-PSer1177/eNOS(%) Control 89,44 ± 3,20 77,18 ± 5,43 
 
Tabla 5.35: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días); CNP: infusión 
crónica de CNP (0,75 μg/hora; 14 días). NOxu: excreción urinaria de metabolitos del óxido 
nítrico (NO); NOS: óxido nítrico sintasa; eNOS: isoforma endotelial de la NOS; eNOS-PSer1177: 
eNOS fosforilada en la posición reguladora Ser1177. Los resultados se expresan como media ± 
EEM y fueron analizados utilizando: 
NOxu: Análisis de la varianza (ANOVA) de dos factores, seguido del test a posteriori 
Bonferroni para comparaciones múltiples respecto de los efectos principales, factor 
hipertensión arterial: ‡‡ p < 0,01 vs Wistar; factor tratamiento: †† p < 0,01 vs 
Control; interacción hipertensión x tratamiento: efecto no significativo. 
Actividad NOS: ANOVA de dos factores, interacción hipertensión x tratamiento: p < 
0,05; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni 
para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; *** p < 0,001 vs Wistar 
Control; ### p < 0,001 vs SHR Control. 
eNOS/actina: ANOVA de dos factores, interacción hipertensión x tratamiento: p < 
0,05; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni 
para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; ** p < 0,01 vs Wistar 
Control. 
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eNOS-PSer1177/eNOS: ANOVA de dos factores, interacción hipertensión x tratamiento: 
p < 0,05; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni 
para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; no significativo. 
 
 
Dado que tanto en las ratas Wistar como en las SHR, el tratamiento crónico 
con CNP mejora el estado oxidativo en la arteria aorta, evaluamos también las 
posibles diferencias entre las ratas normotensas y las hipertensas controles (Tabla 
5.36). 
 
Tabla 5.36 – Estado oxidativo en las ratas Wistar y las SHR controles. 
 
 Wistar SHR 
O2
•-
(UA/g peso seco) Control 618,6 ± 26,3 861,4 ± 75,0* 
GSHAorta(μg/g peso fresco) Control 146,6 ± 26,9 87,3 ± 13,6*** 
TBARsAorta(nmol MDA/mg proteína) Control 0,21 ± 0,02 0,36 ± 0,01*** 
 
Tabla 5.36: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días). O2
•-: anión 
superóxido; GSH: glutatión reducido; TBARs: especies reactivas del ácido tiobarbitúrico. Los 
resultados se expresan como media ± EEM y fueron analizados utilizando: 
O2
•-
: Análisis de la varianza (ANOVA) de dos factores, interacción hipertensión x 
tratamiento: p < 0,01; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori 
de Bonferroni para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; * p < 0,05 
vs Wistar Control. 
GSH Aorta: ANOVA de dos factores, interacción hipertensión x tratamiento: p < 
0,0001; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni 
para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; *** p < 0,001 vs Wistar 
Control. 
TBARs Aorta: ANOVA de dos factores, interacción hipertensión x tratamiento: p < 
0,0001; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni 
para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; *** p < 0,001 vs Wistar 
Control. 
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Por último, teniendo en cuenta los efectos observados con la administración 
crónica de CNP en ambos grupos de animales, se compararon las diferencias en la 
morfología vascular, los depósitos de colágeno en la arteria aorta y los marcadores 
de fibrosis e inflamación, entre las ratas Wistar y las SHR controles. Estos resultados 
se muestran en la Tabla 5.37. 
 
Tabla 5.37 – Morfología vascular, marcadores de fibrosis temprana e 
inflamación: comparaciones entre las ratas Wistar y las SHR controles. 
 
 
Wistar SHR 
Área capa media (μm2) Control 375628 ± 20109 578315 ± 45330*** 
Espesor media / luz(μm/mm) Control 0,035 ± 0,003 0,070 ± 0,006*** 
Colágeno(%) Control 10,2 ± 1,9 34,7 ± 3,5*** 
TGF-β1(%) Control 17,2 ± 1,9 25,1 ± 0,7*** 
Smad(%) Control 2,32 ± 0,71 6,07 ± 0,74*** 
Capas elastina / espesor media(μm-1) Control 0,14 ± 0,01 0,07 ± 0,01*** 
IL-6(%) Control 0,7 ± 0,4 19,2 ± 0,8*** 
TNF-α(%) Control 1,4 ± 0,4 18,5 ± 0,9*** 
 
Tabla 5.37: Control: infusión crónica de NaCl 0,9 % p/v (0,25 μl/hora; 14 días). TGF-β1: 
factor de crecimiento transformante 1; IL-6: interleuquina 6; TNF-α: factor de necrosis 
tumoral alfa. Los resultados se expresan como media ± EEM y fueron analizados utilizando: 
Área capa media, espesor media/luz, colágeno: Análisis de la varianza (ANOVA) de dos 
factores, interacción hipertensión x tratamiento: p < 0,01; los efectos simples se 
analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples 
entre subgrupos de interés; *** p < 0,001 vs Wistar Control. 
TGF-β1, Smad y capas elastina/espesor media: ANOVA de dos factores, interacción 
hipertensión x tratamiento: p < 0,05; los efectos simples se analizaron mediante el 
test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre subgrupos de 
interés; *** p < 0,001 vs Wistar Control. 
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IL-6 y TNF-α: ANOVA de dos factores, interacción hipertensión x tratamiento: p < 
0,0001; los efectos simples se analizaron mediante el test a posteriori de Bonferroni 
para comparaciones múltiples entre subgrupos de interés; *** p < 0,001 vs Wistar 
Control. 
 
 
En resumen, el diseño y realización del protocolo experimental III, nos 
permitió observar que: 
 
 El tratamiento con CNP durante 14 días no induce cambios en la PAS de las 
ratas normotensas, mientras que en las ratas hipertensas se observa que la 
PAS disminuye con la administración crónica de CNP. 
 
 Al evaluar la función renal, en las ratas Wistar se observó que los parámetros 
estudiados como la diuresis, el clearance de creatinina y la excreción renal 
de sodio, no se modifican en respuesta al tratamiento crónico con CNP. 
Tampoco se observaron cambios en estos parámetros en las ratas 
hipertensas con la administración de CNP durante 14 días. 
 
 En cuanto a los parámetros morfométricos cardíacos, evaluados mediante 
ecocardiograma, las SHR presentaron mayor TIVd, PLVIs y EPR con respecto 
a las ratas Wistar. Como era de esperar, el IMVI fue mayor en las ratas 
hipertensas que en las normotensas. También observamos que las ratas 
hipertensas presentan mayor depósito de colágeno en el miocardio y a nivel 
perivascular en las arteriolas coronarias, en comparación con las ratas 
Wistar. 
 
 Además, en las ratas normotensas no se observaron diferencias en los 
parámetros morfométricos del ventrículo izquierdo con la administración de 
CNP. Tampoco se observaron diferencias en los índices de hipertrofia ni en 
los depósitos de colágeno en este grupo de animales. Por otra parte, en las 
ratas hipertensas a las que se les administró CNP, si bien no se observaron 
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cambios en el índice de hipertrofia respecto de los animales controles, el 
tratamiento crónico con CNP disminuyó el EPR y los depósitos de colágeno 
en el miocardio y en la vasculatura cardíaca. 
 
 También se observó en las SHR que el tratamiento con CNP durante 14 días 
aumenta el VFD, el VS y el VM. Sin embargo, no se observaron cambios en 
las fracciones de eyección o de acortamiento en estos animales. En las ratas 
Wistar, el tratamiento crónico con CNP no indujo cambios en la función 
ventricular izquierda. 
 
 Por otra parte, al estudiar la reactividad vascular se observa que el efecto 
vasoconstrictor de la fenilefrina en la arteria aorta, es menor en las ratas 
Wistar con respecto a las SHR. También se observa en la arteria aorta de las 
ratas hipertensas menor efecto vasodilatador de la acetilcolina, en 
comparación con las ratas normotensas. Y al evaluar el tono vascular frente 
al agregado de NPS, la potencia vasodilatadora de este dador de NO fue 
menor en las ratas hipertensas, evidenciando un menor efecto de la vía de 
señalización del NO en este grupo de animales. 
 
 Al evaluar el efecto de la administración crónica de CNP sobre la reactividad 
de la arteria aorta, en las ratas normotensas observamos que el tratamiento 
crónico con CNP induce el aumento de la respuesta vasoconstrictora a la 
fenilefrina. Por el contrario, en las ratas hipertensas el tratamiento crónico 
con CNP disminuye la respuesta a este agente vasoconstrictor. Además, al 
evaluar la respuesta de la arteria aorta a la acetilcolina o a un dador de NO, 
observamos que el tratamiento crónico con CNP no induce cambios en el 
efecto vasodilatador de la acetilcolina. Por el contrario, en las ratas 
hipertensas la administración de CNP durante 14 días aumenta la respuesta 
vasodilatadora a la acetilcolina. En ambos grupos de animales se observa 
que el CNP disminuye la potencia vasodilatadora del NPS. 
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 En cuanto al sistema del NO, las ratas hipertensas presentaron mayor 
excreción renal de NOx y mayor actividad basal de la enzima NOS en la 
arteria aorta respecto de las ratas normotensas. Además, en el análisis por 
western blot de la expresión proteica de la eNOS observamos que las ratas 
hipertensas presentan mayor contenido proteico de esta enzima. 
 
 El tratamiento con CNP durante 14 días indujo el aumento de la excreción de 
NOx en las ratas Wistar, mientras que en las SHR no se observó un aumento 
significativo. Además, la administración de CNP aumentó la actividad basal 
de la NOS en la arteria aorta en ambos grupos de animales, Wistar y SHR. Sin 
embargo, el porcentaje de aumento en las ratas Wistar fue del 122 %, en 
comparación con el 66 % en las ratas hipertensas. Por otra parte, el 
tratamiento con CNP aumentó la expresión proteica de la eNOS, 
manteniéndose el nivel de fosforilación de la enzima en las ratas 
normotensas, mientras que en las SHR la administración crónica de CNP sólo 
aumentó la fosforilación de la Ser reguladora en la posición 1177. 
 
 Las ratas hipertensas también presentan un desbalance del estado oxidativo 
respecto de las ratas Wistar, que se evidencia por una mayor producción de 
anión O2
•-, un menor contenido de GSH y mayor peroxidación lipídica. En las 
ratas normotensas y en las hipertensas, el CNP disminuyó la producción de 
O2
•- y aumentó el contenido de GSH, disminuyendo además la 
lipoperoxidación en las SHR. 
 
 En el análisis de los parámetros morfométricos de la arteria aorta 
observamos que las ratas hipertensas presentan mayor área y espesor de la 
capa media, y la relación espesor de la capa media respecto de la luz, 
también fue mayor en comparación con las ratas normotensas. 
 
 En las ratas Wistar, el tratamiento con CNP no modificó los parámetros 
morfométricos evaluados en la arteria aorta. En las SHR, observamos que el 
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péptido disminuye el área y espesor de la capa media de la arteria aorta, así 
como su relación con el diámetro de la luz. 
 
 Al evaluar los indicadores de fibrosis en la arteria aorta, en las ratas 
hipertensas observamos signos de fibrosis temprana, con mayor depósito de 
colágeno y mayor inmumarcación para TGF-β1 y Smad, en comparación con 
las ratas normotensas. El CNP no indujo cambios en estos marcadores en las 
ratas Wistar. Sin embargo, en las SHR el tratamiento crónico con el péptido 
disminuyó los signos de fibrosis en la arteria aorta. 
 
 También observamos que la relación del número de capas de elastina 
respecto del espesor de la capa media, es menor en las SHR en comparación 
con las ratas normotensas, y la administración de CNP durante 14 días 
aumentó esta relación en la arteria aorta de las ratas hipertensas. 
 
 La evaluación de la apoptosis celular en la arteria aorta mediante la técnica 
de TUNEL mostró que el tratamiento crónico con CNP aumenta el número 
de células apoptóticas por área en la capa media arterial de las ratas 
hipertensas. A nivel endotelial, se detectaron menos células positivas en las 
SHR tratadas con CNP. 
 
 Además, las ratas hipertensas presentaron mayor inmunomarcación para las 
citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-α en la arteria aorta. La marcación 
para estas citoquinas disminuyó en las SHR a las que se les administró CNP 
durante 14 días. 
  
Capítulo 5: El CNP a largo plazo 
5.6. DISCUSIÓN 
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El CNP se encuentra ampliamente distribuido en el sistema vascular, 
principalmente en las células endoteliales (Stingo AJ y col, 1992; Chen HH y col, 
1998; D’Souza SP y col, 2004), situación que lo coloca estratégicamente formando 
parte de los mecanismos involucrados en la regulación de este sistema. 
Por otra parte, la HTA es el principal factor de riesgo en el desarrollo de 
enfermedades cardiovasculares por estar asociada a complicaciones de diversos 
órganos, entre ellos los vasos, y su tratamiento continúa siendo un reto para la 
salud pública mundial (Kearney PM y col, 2005; Turnbull F  y col, 2008; Marín M y 
col, 2012). 
 
El CNP ha tomado relevancia por sus acciones, entre las que se destacan sus 
efectos vasorrelajante, antioxidante, e inhibidor de procesos proliferativos e 
inflamatorios (Kiemer AK y col, 2002a; Chauhan SD y col, 2003; Kalra PR y col, 2003; 
Itoh T y col, 2004; Garcha RS y Hughes AD, 2006; Khambata RS y col, 2011). Los 
estudios previos realizados en nuestro laboratorio, demuestran que la 
administración aguda de CNP, induce una disminución de la PA en ratas 
normotensas y en SHR, y este efecto hipotensor se encuentra acompañado por un 
aumento en la actividad del sistema del NO cardiovascular en ambos grupos de 
animales (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 2010). Sin embargo, las acciones 
específicas sobre el sistema vascular en condiciones de normotensión y en la HTA, 
aún no están completamente dilucidadas. 
 
En la primera parte de este trabajo de Tesis, se observó que el CNP modula 
la función de las células endoteliales, aumentando la producción de NO a través de 
la activación del receptor natriurético NPR-C, y aumentando la producción de PGI2 
mediante un mecanismo en el que se encontraría involucrado el receptor NPR-B. 
Además, este péptido regula los procesos de adhesión, proliferación y angiogénesis 
en las células endoteliales. 
Ya en los estudios de reactividad vascular, en la arteria aorta de las ratas 
hipertensas describimos que, si bien la vía de señalización NPR-C/NO/cGMP se 
encuentra involucrada en la relajación del MLV inducida por el CNP, existen 
diferencias en la potencia vasodilatadora del péptido respecto de las ratas Wistar 
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normotensas. También el estudio de los mecanismos independientes del endotelio, 
analizado en el Capítulo 4, muestra que existen diferencias en la participación de los 
distintos canales de potasio en el efecto vasodilatador del CNP, en las ratas 
hipertensas. 
 
Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos y los hallazgos mostrados 
en los capítulos anteriores, se planteó como hipótesis que la administración crónica 
de CNP podría tener efectos beneficiosos sobre la regulación de la presión arterial y 
la homeostasis vascular en condiciones fisiológicas y en el estado hipertensivo. 
  
 
Los resultados obtenidos en este tercer protocolo experimental, muestran 
que el tratamiento durante 14 días con CNP disminuye la PAS sólo en las ratas 
hipertensas, mientras que no induce cambios en la PAS en las ratas normotensas. 
Por lo tanto, puede concluirse que el efecto antihipertensivo de la administración 
de CNP en las ratas hipertensas, podría estar mediado por mecanismos diferentes 
pero indistintamente eficaces a los observados en estudios previos llevados a cabo 
en el laboratorio en el modelo de administración aguda de CNP (Caniffi C y col, 
2010). Y, por otra parte, en las ratas normotensas, otros mecanismos podrían 
compensar a largo plazo el efecto hipotensor observado previamente en los 
estudios agudos (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 2010). 
La disminución de la PAS inducida por el tratamiento crónico con CNP no se 
encontró asociada a cambios en los parámetros funcionales renales en las ratas 
hipertensas, así como tampoco se observaron diferencias en los animales 
normotensos tratados con el péptido. Encontramos además que los cambios en la 
función cardíaca de las ratas hipertensas podrían estar asociados más bien a 
cambios hemodinámicos, aunque observamos efectos del tratamiento con CNP 
sobre el tejido cardíaco. 
En cuanto a la función y la morfología vascular, la administración crónica de 
CNP indujo importantes cambios en las ratas hipertensas, mejorando la respuesta 
vasodilatadora, el estado oxidativo, los marcadores de inflamación y el remodelado 
vascular característico de este modelo de HTA. Estos resultados son consistentes 
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con la hipótesis del efecto beneficioso del CNP sobre las alteraciones asociadas a la 
hipertensión arterial y confirman observaciones de otros estudios in vitro o a corto 
plazo (Morishige K y col, 2000; Kiemer AK y col, 2002a; Itoh T y col, 2004; Caniffi C y 
col, 2010; Khambata RS y col, 2011; Hu P y col, 2013). 
 
 
Diversos estudios sugieren que el CNP podría tener un papel importante en 
la fisiopatología cardíaca. Previamente se ha reportado en pacientes con 
insuficiencia cardíaca congestiva, que los niveles plasmáticos de CNP no se 
modifican con respecto a pacientes sanos (Wei CM y col, 1993; Cargill RI y col, 
1994). Sin embargo, estudios posteriores realizados en pacientes con insuficiencia 
cardíaca crónica, mostraron que la producción de CNP en el miocardio y los niveles 
de CNP circulantes, se encuentran aumentados (Kalra PR y col, 2003; Del Ry S y col, 
2004). Por otra parte, se ha descripto también una correlación entre los niveles de 
CNP y el aumento de la PA, el volumen de fin de sístole del ventrículo izquierdo y la 
presión media de la arteria pulmonar (Palmer SC y col, 2009). 
 
En cardiomiocitos aislados de ratas adultas, se observó que el CNP 
disminuye los signos de hipertrofia mediante el aumento de los niveles de cGMP y 
la activación de PKG (Rosenkranz AC y col, 2003). También se encontró que los 
niveles de mRNA para el receptor NPR-B son mayores que los del receptor NPR-A, y 
el aumento de cGMP inducido por el CNP es mayor al que se obtiene con otros 
péptidos natriuréticos. Además, el CNP disminuye la expresión de los marcadores 
de hipertrofia inducidos por endotelina-1, como el ANP, el BNP, la αSK-actina y la 
bomba Ca2+-ATPasa del retículo sarcoplásmico tipo 2, al inhibir el incremento de la 
concentración de calcio intracelular y la activación de la kinasa dependiente de CaM 
II (CaMKII) (Tokudome T y col, 2004). Sin embargo, altas concentraciones de 
endotelina-1 atenúan el efecto antihipertrófico del CNP, al inhibir la producción de 
cGMP (Tokudome T y col, 2004). 
 
Estudios in vivo muestran también que el CNP a largo plazo puede inhibir el 
desarrollo de hipertrofia. El CNP, a través de la vía NPR-B/cGMP atenúa el 
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remodelado del ventrículo izquierdo y mantiene la función sistólica en ratones con 
infarto de miocardio o miocarditis y, por el contrario, las ratas transgénicas con 
sobreexpresión de un mutante dominante negativo de NPR-B, mostraron 
hipertrofia cardiaca (Soeki T y col, 2005; Langenickel TH y col, 2006; Wang Y y col, 
2007). 
 
Las SHR presentan el remodelado cardíaco característico de la HTA (Doggrell 
SA y Brown L, 1998). Escudero y colaboradores encontraron que este modelo 
exhibe diferentes patrones de geometría ventricular izquierda, similares a los 
referidos en humanos, extendiendo las similitudes entre la hipertensión esencial 
humana y este modelo de hipertensión arterial (Escudero EM y col, 2009). Como era 
de esperar, la evaluación de los parámetros morfométricos mediante 
ecococardiograma que realizamos en las SHR, confirman estos hallazgos descriptos 
en la literatura. Las ratas hipertensas presentan, no sólo mayor espesor de pared, 
sino que además el IMVI es mayor con respecto a las ratas normotensas. 
 
Por otra parte, observamos que el tratamiento crónico con CNP no induce 
cambios en los parámetros morfométricos obtenidos mediante ecocardiograma en 
las ratas normotensas. Pero, en las SHR tratadas con CNP durante 14 días, se 
observa la disminución del espesor parietal relativo, si bien el IMVI no se modifica 
con el tratamiento. 
El análisis de la función sistólica muestra, además, que el CNP aumenta el 
volumen minuto cardíaco en las ratas hipertensas. Sin embargo, el tratamiento con 
CNP no permite evidenciar cambios en el estado contráctil del ventrículo izquierdo 
mediante ecocardiograma. Los efectos del CNP sobre el tono vascular y la 
disminución de la PAS en las SHR tratadas durante 14 días con el péptido, 
promueven cambios en las condiciones de carga del ventrículo izquierdo, que a 
largo plazo podrían reflejarse en una mejora de la función ventricular izquierda. En 
este sentido, se demostró que en ratones a los que se les administró, en forma 
crónica y simultánea, ANG II y CNP, el CNP es capaz de revertir el efecto de la ANG II 
sobre la hipertrofia cardíaca y previene también, la disminución de la fracción de 
acortamiento observada en este modelo (Izumiya Y y col, 2012). Por lo tanto, 
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aunque el tratamiento con CNP no induce cambios en el IMVI en las SHR, no 
podemos descartar que la administración crónica de CNP promueva cambios 
microestructurales que expliquen, al menos en parte, el aumento observado del 
volumen de fin de diástole. 
 
En cultivo de fibroblastos cardíacos de rata, el CNP sintetizado y liberado al 
medio de cultivo por estas células, inhibe la síntesis de ADN y colágeno, incluso con 
mayor potencia que el ANP y el BNP, pudiendo actuar como un  modulador local de 
la fibrosis cardíaca (Horio T y col, 2003). 
De acuerdo con los resultados que obtuvimos al comparar ambos grupos 
controles, las ratas hipertensas presentan mayor depósito de colágeno, en el 
miocardio y en las arteriolas del ventrículo izquierdo, que las ratas normotensas. 
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores (Doggrell SA y 
Brown L, 1998; Lerman LO y col, 2005). Por otra parte, el tratamiento con CNP 
disminuye la presencia de colágeno intersticial y de colágeno perivascular en las 
SHR, sustentando la hipótesis de que el CNP puede mejorar las características 
estructurales del ventrículo izquierdo y permitir una mejor relajación del mismo en 
la diástole, al disminuir los signos de fibrosis temprana que acompañan este 
modelo. 
 
Las diferencias observadas en el tratamiento con CNP entre las ratas 
hipertensas y los modelos descriptos anteriormente con respecto a los efectos del 
péptido sobre la hipertrofia cardíaca, podrían deberse a que, además de elevados 
niveles de ANG II, el modelo de ratas SHR presenta, niveles plasmáticos elevados de 
catecolaminas, ANP y BNP, menor biodisponibilidad de NO, e hipertensión 
establecida, entre otras alteraciones (Piech A y col, 2003). De este modo, la mayor 
complejidad de este modelo respecto de los otros estudiados previamente, tal vez 
no permita evidenciar el efecto antihipertrófico mencionado por otros autores. 
 
 
Previamente reportamos que la infusión aguda de CNP disminuye la PA en 
ratas normotensas (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 2010). Sin embargo, la PAS 
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no se modificó en las ratas Wistar tratadas durante 14 días con CNP, al compararla 
con los valores obtenidos antes de comenzar el tratamiento, o con el grupo control. 
Por el contrario, la administración de CNP provocó una disminución de la PAS en las 
ratas hipertensas, tanto en los estudios agudos previos (Caniffi C y col, 2010) como 
en el presente protocolo experimental. 
Resulta importante considerar que, además de la diferencia en la duración 
del tratamiento, los estudios previos se llevaron a cabo en ratas anestesiadas (Costa 
MA y col, 2007; Caniffi C y col, 2010). Sin embargo, en este protocolo experimental, 
el CNP se administró durante 14 días en ratas conscientes, mediante la 
implantación de bombas osmóticas subcutáneas. 
 
El efecto vasodilatador del CNP se encuentra ampliamente documentado en 
diversos lechos vasculares (Wei CM y col, 1994; Chauhan SD y col, 2003; Garcha RS y 
Hughes AD, 2006; Simon A y col, 2009), y podría mediar el efecto antihipertensivo 
del CNP. En el Capítulo 4, mostramos que el CNP induce la relajación del MLV de la 
arteria aorta a través de la participación del sistema del NO y la apertura de canales 
de potasio, tanto en las ratas normotensas como en las ratas hipertensas. También 
encontramos que estos mecanismos se encuentran alterados en las ratas 
hipertensas donde, por ejemplo, la relajación dependiente de endotelio se 
encuentra disminuida. 
 
Sin embargo, cuando analizamos los efectos de la administración crónica de 
CNP sobre la reactividad vascular, encontramos que la arteria aorta de las ratas 
Wistar y de las SHR tratadas con CNP, responden de manera diferente frente al 
agregado de concentraciones crecientes de fenilefrina, acetilcolina o nitroprusiato 
de sodio. Estos resultados evidencian, por primera vez, que además de su efecto 
vasodilatador per se, el CNP podría modular a largo plazo los efectos de otras 
sustancias vasoactivas implicadas en la regulación del tono vascular. 
 
Cuando evaluamos la reactividad vascular en la arteria aorta de los animales 
hipertensos del grupo Control, observamos un desbalance en la respuesta a 
sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras, con respecto a la respuesta 
 C
ap
ít
u
lo
 5
: E
l C
N
P
 a
 la
rg
o
 p
la
zo
 
303 
 
obtenida en el grupo Wistar Control. En las SHR, el MLV respondió más al agregado 
de concentraciones creciente de fenilefrina y menos a la acetilcolina. Cuando 
estudiamos la relajación del MLV independiente de endotelio, mediante el 
agregado de un dador de NO, también observamos menor potencia vasodilatadora 
del NPS en las ratas hipertensas, indicando que no sólo se encontraría alterada la 
reactividad vascular por factores endoteliales.  
Pero, al tratar durante 14 días con CNP a las ratas Wistar, observamos que la 
administración de CNP induce el aumento de la respuesta vasoconstrictora a la 
fenilefrina y disminuye la potencia vasodilatadora del nitroprusiato de sodio. Estos 
hallazgos podrían explicar los resultados que obtuvimos en la evaluación de la 
presión arterial de las ratas normotensas, donde no observamos la caída de presión 
inducida por el CNP. Probablemente estos cambios en la reactividad vascular sean, 
al menos, parte de los mecanismos de regulación involucrados en el mantenimiento 
de los valores de PAS dentro del rango de normotensión, ya que tanto el aumento 
de la respuesta a la fenilefrina, como la disminución del efecto del NO, 
probablemente por una regulación de su vía, se oponen al efecto vasodilatador del 
CNP. 
 
A diferencia de los resultados obtenidos en las ratas normotensas, el 
tratamiento durante 14 días con CNP en las SHR, promueve la disminución de la 
respuesta vasoconstrictora y el aumento del efecto vasodilatador de la acetilcolina 
en los anillos de arteria aorta. 
Estos resultados fortalecen la hipótesis del efecto beneficioso del CNP sobre 
la regulación de la presión arterial en la hipertensión arterial y, es posible que 
ambos efectos a largo plazo actúen conjuntamente, favoreciendo la relajación del 
MLV, al modular el balance entre agentes vasoconstrictores y vasodilatadores, a 
favor de estos últimos.  
Más aún, el trabajo de Li y colaboradores apoya esta hipótesis, ya que 
mostraron recientemente que la administración del agonista selectivo del receptor 
NPR-C, induce un aumento de la respuesta vasodilatadora al carbacol en las SHR, 
mientras que no se observan diferencias en las ratas Wistar Kyoto (Li Y y col, 2014). 
Sin embargo, no puede descartarse en el trabajo de Li y colaboradores, que el 
 C
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efecto sobre la relajación inducida por carbacol, sea en respuesta a un aumento de 
los niveles plasmáticos de los PNs, más que a la activación del receptor NPR-C, ya 
que la unión del péptido cANP(4-23) a su receptor podría disminuir la depuración de 
los PNs circulantes. 
 
 
En el presente trabajo de Tesis, tanto los estudios realizados en las células 
endoteliales humanas (Capítulo 3), como los estudios de reactividad vascular 
llevados a cabo en arteria aorta de ratas Wistar y SHR (Capítulo 4), mostraron que el 
CNP estimula la actividad del sistema del NO. Estos resultados confirman los 
estudios previos realizados en nuestro laboratorio donde describimos la activación 
del sistema del NO, mediada por la vía CNP/NPR-C/eNOS en la arteria aorta de ratas 
normotensas e hipertensas (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col, 2010). Además 
confirman la interacción descripta por otros autores entre ambos factores, CNP y 
NO, en células endoteliales, donde el agregado de CNP aumenta los niveles de NOx 
en el medio de cultivo (Rautureau Y y col, 2010), y en arterias coronarias, donde la 
inhibición del sistema del NO disminuye el efecto vasodilatador del CNP (Brunner F 
y Wölkart G, 2001). 
 
Resulta importante notar que previamente mostramos una menor respuesta 
del sistema del NO al agregado in vitro de CNP en corazón y arteria de las SHR, 
respecto a los controles normotensos (Caniffi C y col, 2010), y en los estudios 
realizados sobre el tono vascular en el Capítulo 4, encontramos que el efecto 
vasodilatador del CNP mediado por el endotelio, también se encuentra disminuido 
en las ratas hipertensas. 
En este tercer protocolo experimental, observamos que la administración 
crónica de CNP estimula la actividad de la NOS en la arteria aorta de ambos grupos 
de animales. Sin embargo, el porcentaje de aumento inducido por el tratamiento 
durante 14 días con CNP en la actividad de dicha enzima, fue menor en las SHR con 
respecto a las ratas Wistar. Esta diferencia se refleja además, en la excreción 
urinaria de metabolitos del NO, donde encontramos que, en las ratas normotensas 
el tratamiento con CNP aumentó su excreción, mientras que en las SHR este 
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aumento no llega a ser significativo. Estos hallazgos sugieren una alteración en la 
respuesta del sistema del NO al CNP, que podría contribuir, al menos en parte, al 
mantenimiento de los altos niveles de PA, en este modelo de ratas hipertensas. 
 
En este sentido, Arejian y colaboradores mostraron, en células musculares 
lisas de arteria aorta, que el NO disminuye la expresión del receptor NPR-C (Arejian 
M y col, 2008), receptor que se encuentra involucrado en la activación de la eNOS 
inducida por el CNP (Costa MA y col, 2007; Caniffi C y col 2010). Es interesante 
observar además que, en las SHR, los niveles proteicos del receptor NPR-C se 
encuentran disminuidos en la arteria aorta, respecto de ratas controles 
normotensas (Li Y y col, 2014). 
En las SHR, la evidencia previa sobre la expresión y/o actividad del sistema 
del NO muestra controversias. Estudios realizados en diferentes lechos vasculares 
muestran un incremento en la expresión de la eNOS en las SHR de 8, 12 y 16 
semanas de edad, en comparación con sus controles normotensos (Vaziri y col, 
1998; Vaapatalo H y col, 2000; Caniffi C y col, 2010). Por el contrario, otros autores 
encontraron una disminución de la expresión de esta isoforma en MLV de animales 
hipertensos (Dubois G, 1996; Crabos M y col, 1997; Li Y y col, 2014). Además, la 
actividad de la NOS total parece ser similar en el tejido cardíaco de ratas 
normotensas e hipertensas a las 18 semanas de edad (Piech A y col, 2003), mientras 
que a las 16 semanas de edad, la actividad de la eNOS, en arteria aorta y corazón, se 
encuentra aumentada en las SHR (Caniffi C y col, 2010).  
Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis muestran que, al 
comparar la actividad de la NOS en los grupos controles de ratas Wistar y SHR, la 
actividad de la enzima es mayor en las ratas hipertensas. También encontramos, al 
comparar ambos grupos controles, que las ratas SHR presentan mayor excreción 
urinaria de los metabolitos del NO y mayor expresión proteica de eNOS en la arteria 
aorta, en comparación con las ratas normotensas. 
Por lo tanto, la mayor actividad del sistema del NO y la mayor expresión 
proteica de la eNOS observados en las SHR controles, podrían favorecer la menor 
respuesta de este sistema vasoactivo al CNP. 
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El análisis, por western blot, de los niveles proteicos de la eNOS y su 
fosforilación en los animales tratados con CNP durante 14 días, muestra otra 
diferencia entre las ratas normotensas y las hipertensas. En la arteria aorta de las 
ratas Wistar, se observó que el CNP induce el aumento de la expresión proteica de 
la eNOS y la relación eNOS-PSer1177/eNOS se mantiene, indicando un aumento 
proporcional en su activación. Por el contrario, en las SHR la administración crónica 
de CNP aumentó la fosforilación de la enzima, pero su contenido proteico no se 
modificó. 
 
Estos hallazgos sustentan la hipótesis de la existencia de alteraciones en los 
mecanismos involucrados en los efectos del CNP sobre la regulación de la 
homeostasis vascular en la hipertensión arterial. Una menor expresión de los 
receptores NPR-C (Li Y y col, 2014) que median la activación del sistema del NO, una 
mayor actividad basal de este sistema, y la ausencia de efecto del CNP sobre los 
niveles proteicos de la eNOS en las SHR, podrían ser algunas de estas alteraciones. 
 
Si bien el sistema del NO parece estar exacerbado en las SHR, estos animales 
presentan mayores valores de PA y menor respuesta a factores vasodilatadores 
como la acetilcolina o el nitroprusiato de sodio, respecto a los controles 
normotensos. 
Estos resultados no son sorprendentes si consideramos que las SHR 
presentan disfunción endotelial, con aumento del estrés oxidativo y disminución de 
la biodisponibilidad del NO (Piech A y col, 2003). 
El estrés oxidativo es una situación en la que las concentraciones 
intracelulares de ROS se encuentran elevadas por sobre los valores fisiológicos. 
Puede producirse por un aumento en la velocidad de producción de especies 
oxidantes, una disminución en los niveles de los sistemas antioxidantes o una 
combinación de ambas situaciones. Estas especies, entre las que se encuentran el 
anión superóxido, son producidas in vivo en forma continua y bajo condiciones 
aeróbicas. Las mismas, son capaces de generar daño celular al oxidar lípidos, 
proteínas y ácidos nucleicos (Imlay JA, 2003; Apel K y Hirt H, 2004). 
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Además, el aumento de las ROS, observado en la hipertensión, contribuye a 
la diminución de la viabilidad del NO en esta patología (Nishikimi T y col, 2006). 
Ante un desbalance en el estado oxidativo y/o un aumento de los niveles de anión 
O2
•-, la biodisponibilidad de NO puede disminuir como consecuencia de un aumento 
de su degradación, al combinarse el NO con el anión O2
•-. El estrés oxidativo puede 
además, promover el desacople de la eNOS, transformando a la enzima responsable 
de la síntesis de NO, en una enzima que sintetiza anión O2
•- (Förstermann U y Sessa 
WC, 2012). 
 
Mientras que en las ratas normotensas observamos bajos niveles de daño 
oxidativo en la arteria aorta, en las SHR encontramos mayor producción de anión 
O2
•- y menor contenido de GSH en este tejido. Esto se vio acompañado de un 
aumento de la peroxidación lipídica, en la arteria aorta y en el plasma, indicador del 
estrés oxidativo aumentado en las ratas hipertensas. Nuestros resultados 
concuerdan con los obtenidos previamente por otros autores. En el tejido cardíaco 
de las ratas SHR, se observó un desbalance en el estado oxidativo y mayores niveles 
de especies oxidantes (Álvarez MC y col, 2008) y en el MLV se encontró mayor 
actividad de la NADPH oxidasa y mayor producción de anión O2
•- en las ratas 
hipertensas (Li Y y col, 2014). 
 
Teniendo en cuenta estas evidencias y los resultados que obtuvimos en las 
ratas hipertensas tratadas durante 14 días con CNP, pensamos que el péptido 
podría aumentar la biodisponibilidad del NO a nivel vascular, induciendo un 
aumento de la actividad de la enzima responsable de su síntesis. Sin embargo, el 
CNP también podría aumentar la disponibilidad de NO disminuyendo la producción 
de las especies reactivas del oxígeno, ya que encontramos que el tratamiento 
durante 14 días con el péptido, disminuye la producción de anión O2
•-, aumenta el 
contenido de GSH y disminuye la peroxidación lipídica en la arteria aorta de las 
ratas hipertensas, mejorando el estado oxidante que presentan estos animales y 
disminuyendo el daño vascular. 
Existen evidencias previas sobre el efecto antioxidante del CNP en ciertos 
tejidos. Por ejemplo, en el tejido cardíaco se ha demostrado que el CNP disminuye 
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la producción de ROS inducida por ANG II (Izumiya Y y col, 2012), y en las células de 
MLV, la activación del receptor NPR-C disminuye la expresión proteica de 
subunidades involucradas en la activación de la NADPH oxidasa, como Nox4 y 
p47phox, y la actividad de dicha enzima (Li Y y col, 2014), disminuyendo la producción 
de anión O2
•- y pudiendo aumentar así, la biodisponibilidad del NO (Nishikimi T y 
col, 2006). 
 
En resumen, la disfunción endotelial que se observa en la HTA, y que se 
encuentra asociada a la menor biodisponibilidad del NO, podría mejorar por las 
acciones beneficiosas del CNP a largo plazo sobre la pared vascular. Entonces, el 
CNP podría actuar sobre la injuria que representa la HTA, incluso pudiendo revertir 
los efectos deletéreos de la misma. Esta hipótesis se sustenta en los efectos 
antioxidantes del tratamiento crónico con CNP en las SHR, la disminución de la 
producción de anión O2
•-, y el aumento en la actividad del sistema del NO, en la 
arteria aorta de las ratas hipertensas que recibieron el tratamiento durante 14 días 
con CNP. Más aún, el CNP promueve el descenso de la PAS en las ratas hipertensas 
y mejora la respuesta vasodilatadora mediada por el NO en la arteria aorta, 
indicando que el péptido puede regular positivamente la función vascular. 
 
 
Por otra parte, la HTA se acompaña de cambios estructurales característicos 
en la vasculatura. Estos cambios se producen en las paredes de los vasos en 
respuesta a factores mecánicos, humorales y/o nerviosos, por un proceso activo, 
complejo y global, conocido como remodelado vascular (Renna NF y col, 2013). 
El remodelado vascular, implica cambios en la proporción de los 
componentes de la pared vascular (Wagenseil JE y Mecham RP, 2009). Estos 
cambios, modifican las propiedades mecánicas de los vasos y, a su vez, pueden 
impactar en la distensibilidad y/o rigidez arterial, alterando la capacidad que poseen 
las grandes arterias elásticas de distensión durante la sístole y de retracción durante 
la diástole. Por lo tanto, cuanto más rígida es la arteria, mayor presión intravascular 
se genera, pudiéndose afectar el flujo sanguíneo hacia la vasculatura periférica 
(Wagenseil JE y Mecham RP, 2012). 
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Al evaluar la morfología de la arteria aorta, en las SHR encontramos 
numerosas diferencias en la estructura de la pared en comparación con las ratas 
Wistar, como mayor área de la capa media y mayor relación media/luz, un índice 
ampliamente empleado como indicador de remodelado hipertrófico. También 
encontramos en las SHR aumento en los depósitos de colágeno y disminución de la 
densidad de las capas de elastina, con respecto a las ratas normotensas. 
Estos resultados obtenidos, coinciden con la literatura, donde se describe 
que las ratas hipertensas presentan un remodelado concéntrico, y el depósito de 
matriz extracelular se encuentra aumentado, principalmente a expensas de la 
sobreexpresión de colágeno tipo I, III y IV, y la acumulación de éste en la matriz 
extracelular (Kim S y col, 1995; Intengan HD y Schiffrin EL, 2001). 
 
La elastina proporciona a las arterias de gran calibre, la capacidad de 
distenderse reversiblemente durante la carga del ciclo cardíaco, mientras que el 
colágeno proporciona resistencia y previene la insuficiencia a altas presiones 
(Wagenseil JE y Mecham RP, 2012). Sin embargo, el aumento de los depósitos de 
colágeno, se encuentra asociado al aumento de la rigidez de la pared arterial 
(Intengan HD y Schiffrin EL, 2001). 
El tratamiento durante 14 días con CNP disminuyó el depósito de colágeno 
en la pared arterial y aumentó la densidad de elastina, a expensas de la disminución 
del espesor de la capa media, manteniendo constante el número de estas fibras en 
las ratas hipertensas. Estos cambios observados con la administración crónica de 
CNP, podrían contribuir al mejoramiento de la distensibilidad arterial. A su vez, 
estos cambios podrían impactar favorablemente en la disminución de eventos 
asociados a la HTA, ya que en los grandes vasos, como la arteria aorta, la 
disminución de la distensibilidad y/o el aumento la rigidez arterial, resulta en un 
aumento de la presión de pulso central, la cual se encuentra asociada con mayor 
riesgo de eventos cardiovasculares en pacientes hipertensos (Blacher J y col, 2000; 
Zieman SJ y col, 2005; Williams B y col, 2006). 
 
 
 C
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Una de las principales vías de señalización que participa en el remodelado 
arterial, es la que involucra al factor de crecimiento TGF-β1. A través de la 
activación de la vía de las proteínas Smad2/3 y 4 (Ruiz-Ortega M y col, 2007), el TGF-
β1 puede aumentar la síntesis de colágeno tipo I y III, en cultivo de células de MLV 
(Amento EP y col, 1991). Sumado a su acción directa sobre la síntesis de matriz 
extracelular, el TGF-β1 también estimula la síntesis de sus moduladores positivos, 
como el PAI-1, mediante la fosforilación de Smad en las células endoteliales (Khan R 
y col, 2007). También disminuye la síntesis de colagenasa y estimula la expresión del 
inhibidor tisular de metaloproteinasas (Ruiz-Ortega M y col, 2007). De este modo, el 
TGF-β1 favorece la acumulación de matriz extracelular. Por otra parte, la síntesis de 
las proteínas de la matriz extracelular, como colágeno y fibronectina, puede ser 
inhibida mediante anticuerpos anti-TGF-β1 en cultivos de células de MLV (Khan R y 
col, 2007). 
 
Además, la activación de la enzima NADPH oxidasa y el consecuente 
aumento en la producción de especies oxidantes, también participa en el efecto 
profibrótico del TGF-β1. En fibroblastos, el TGF-β1 estimula la expresión de la 
subunidad catalítica Nox de esta enzima, y el aumento de la actividad de la NADPH 
oxidasa promueve la mayor síntesis de distintos componentes de la matriz 
extracelular (Jiang F y col, 2014). Por otra parte, existe evidencia que demuestra 
que el aumento de ROS puede, a su vez, estimular la vía TGF-β1/Smad (Barcellos-
Hoff MH y Dix TA, 1996; Cucoranu I y col, 2005; Jiang F y col, 2014). 
 
Dado que las ratas hipertensas presentan mayor estrés oxidativo y aumento 
de los depósitos de colágeno, evaluamos la inmunomarcación para TGF-β1 en la 
arteria aorta. Las SHR mostraron que la marcación para este factor de crecimiento 
se encuentra aumentada en la arteria aorta, con respecto a las ratas Wistar. Por 
otra parte, dado que el tratamiento crónico con CNP disminuyó la producción de 
anión O2
•- y el colágeno en el grupo hipertenso, también evaluamos los efectos de 
este péptido sobre el TGF-β1. Observamos que la administración de CNP durante 14 
días disminuyó este marcador en la arteria aorta de las SHR. Estos resultados 
sugieren que la menor expresión de TGF-β1 inducida por el tratamiento con el CNP, 
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podría ser uno de los mecanismos que se encuentran involucrados en el efecto 
antifibrótico del péptido en este tejido. 
 
 
Por otra parte, existen evidencias del efecto directo del sistema renina-
angiotensina-aldosterona sobre la acumulación de matriz extracelular y el 
desarrollo de fibrosis. En las SHR, se demostró que el antagonismo de los receptores 
AT1 de angiotensina, disminuye la acumulación de colágeno perivascular a dosis 
que no modifican la presión arterial (Varagic J y col, 2008). 
En distintos tejidos, incluido el vascular, se demostró que la ANG II estimula 
la vía del TGF-β1 (Wang W y col, 2006). Sin embargo, Rodríguez-Vita y 
colaboradores mostraron que la ANG II también es capaz de activar la vía de 
señalización intracelular de Smad en el MLV, por un mecanismo independiente del 
TGF-β1 (Rodríguez-Vita y col, 2005). 
 
Teniendo en cuenta estos antecedentes y que las SHR presentan niveles 
plasmáticos elevados de ANG II (Sim MK y Qui XS, 2003), estudiamos el efecto del 
tratamiento crónico con CNP sobre la expresión de Smad, en la arteria aorta de las 
ratas hipertensas. 
De acuerdo con nuestros resultados, la inmunomarcación para Smad en la 
aorta de las SHR es mayor que en las ratas normotensas y dicha marcación 
disminuyó en los animales hipertensos tratados con CNP durante 14 días, sin 
observarse cambios en las ratas Wistar. Estos hallazgos nos sugieren que, tanto la 
disminución de TGF-β1 como de Smad, estarían involucrados en el efecto 
antifibrótico del péptido a nivel vascular, en este modelo de hipertensión arterial. 
 
 
En estudios previos, diversos autores han propuesto al CNP como un posible 
factor que modula los depósitos de matriz extracelular y los efectos de diversas 
citoquinas profibróticas. En cultivos celulares, el aumento de cualquiera de ellos, 
induce la expresión de CNP (Mendonça MC y col, 2010; Hu P y col, 2013). Además, 
el CNP suprime la expresión de PAI-1, en estudios in vivo y en cultivo de células 
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endoteliales (Pawłowska Z y col, 2002; Kairuz EM y col, 2005). Otros estudios en 
modelos animales de normotensión, muestran que el CNP previene el remodelado 
vascular en arterias coronarias sometidas a injuria, mediante el aumento de los 
niveles de NO y/o cGMP, y la disminución de los niveles de ROS (Morishige K y col, 
2000; Qian JY y col, 2002). Y, en ratones hipertensos por administración crónica de 
ANG II, el tratamiento con CNP revierte el efecto profibrótico de la ANG II mediante 
la disminución de ROS, sin observarse un efecto antihipertensivo del péptido 
(Izumiya Y y col, 2012). 
Por lo tanto, la disminución del contenido de colágeno y la regresión de los 
signos de fibrosis temprana en la arteria aorta de las ratas hipertensas, no se 
debería a la disminución de la PA per se que se observa con el tratamiento crónico 
con CNP, podría ser independiente del efecto antihipertensivo del CNP en las SHR. 
Además, en este modelo de hipertensión arterial, el aumento de la actividad del 
sistema del NO y la disminución del estrés oxidativo, podrían contribuir junto con la 
disminución de la expresión de TGF-β1 y Smad, en el efecto beneficioso del CNP 
sobre el mantenimiento de la integridad de la pared arterial. 
 
 
Por otra parte, el aumento de la proliferación celular clásicamente ha sido 
implicado en el remodelado arterial característico de la HTA (Lee RM y col, 1995). 
Numerosos trabajos muestran que el MLV de las ratas hipertensas presenta una 
respuesta exacerbada de las vías ERK 1/2, p38 y MAPK, que sería responsable de la 
mayor tasa proliferativa en las SHR (Kubo A y col, 2000; Touyz RM y col, 2001; 
Tanner FC y col, 2003). También se encontró una mayor respuesta inflamatoria en el 
MLV de la arteria aorta de estos animales, que contribuiría al avance del ciclo 
celular (Lee SJ y col, 2009). 
En este sentido, se ha demostrado que no sólo la proliferación se encuentra 
estimulada en las células musculares lisas de arteriolas de SHR, sino que además la 
apoptosis se encuentra inhibida (Diez J y col, 1998). 
 
Es así que en los animales hipertensos, las alteraciones morfológicas 
vasculares observadas, podrían estar relacionadas con la ausencia o disminución de 
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la apoptosis celular, como proceso capaz de mantener el balance del número de 
células de MLV. Esto podría resultar en el remodelado de la estructura arterial, con 
un lumen más pequeño y un aumento de la relación media/luz, es decir hacia el 
interior del vaso (Xu C y col, 2001). 
 
En el Capítulo 3 mostramos que el CNP induce el avance del ciclo celular en 
las HUVEC, pero no encontramos efectos de este péptido sobre el proceso de 
apoptosis en dichas células. Sin embargo, bajo condiciones de injuria, otros estudios 
muestran que el CNP protege del daño apoptótico inducido por diversos factores, 
en las células endoteliales (Itoh T y col, 2004; Ma J y col, 2010).  
Por otra parte, Doi y colaboradores describieron previamente que el CNP 
posee efecto antiproliferativo a nivel del MLV. El CNP induce la activación de la 
cascada del cGMP, que modula la expresión de genes reguladores del ciclo celular, 
inhibiendo de forma selectiva la proliferación en la fase G1 (Doi K y col, 2001). Pero 
además, el CNP modifica el fenotipo de las células del MLV, desde un fenotipo 
secretor a uno contráctil. Y esta rediferenciación del MLV, se acompaña de un 
aumento de la reendotelización in vivo (Doi K y col, 2001). Además, Khambata y 
colaboradores, mostraron que el CNP posee un efecto dual sobre la proliferación 
celular. En coincidencia con nuestros resultados en HUVEC, ellos observaron que el 
CNP promueve la proliferación de las células endoteliales, mientras que en el MLV, 
el péptido inhibe la proliferación celular. En ambos tipos celulares, la vía ERK 1/2 y 
MAPK se encontraría involucrada (Khambata RS y col, 2011). 
Esto sugiere que el CNP podría ejercer un papel regulador sobre los procesos 
de proliferación y apoptosis celular, dependiendo del tipo de célula involucrada y 
las condiciones a las que se encuentren expuestas las células de la pared vascular. 
 
Además de los efectos ya mencionados, el TGF-β1 promueve la proliferación 
de las células del MLV (Stouffer GA y Owens GK, 1994). Recientemente se describió 
que el mecanismo involucrado en dicho efecto es la activación de Smad3 y la vía de 
señalización ERK/MAPK (Suwanabol PA y col, 2012). Por lo que, el aumento de este 
factor de crecimiento, podría contribuir al remodelado vascular característico de las 
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SHR, aumentando la proliferación de las células del MLV, además de aumentar los 
depósitos de matriz extracelular. 
Pero también, el TGF-β1 puede ejercer efectos pro-apoptóticos o anti-
apoptóticos, dependiendo del tipo celular, las condiciones a las cuales se 
encuentran expuestas las células, o la combinación de ambos (McCaffrey TA, 2000; 
Xu C y col, 2001). Pollman y colaboradores mostraron que este factor de 
crecimiento induciría la apoptosis en las células endoteliales, mientras que en el 
MLV, el TGF-β1 tendría el efecto opuesto (Pollman MJ y col, 1999). 
 
Nosotros observamos que el tratamiento crónico con CNP disminuyó el área 
de la capa media y la relación media/luz en la arteria aorta de las SHR, mientras que 
en las ratas normotensas no encontramos cambios en estos índices de remodelado 
vascular con el tratamiento. 
Cuando evaluamos la apoptosis celular en la arteria aorta de las ratas 
normotensas, tampoco observamos diferencias con el tratamiento con CNP. Por el 
contrario, en las ratas hipertensas, la administración crónica de CNP aumentó el 
número de células apoptóticas en la capa media arterial. Y, más aún, en las ratas 
hipertensas disminuyó la presencia de núcleos apoptóticos en el endotelio vascular. 
 
La apoptosis constituye un mecanismo de muerte celular, activo y 
controlado genéticamente, que juega un papel importante en el mantenimiento de 
la homeostasis de órganos y tejidos (Kerr JFR y col, 1972, Saraste A y Pulkki K, 2000). 
Por lo tanto, los resultados que obtuvimos sustentan la hipótesis del CNP como 
regulador de este proceso, constituyendo otro posible mecanismo mediante el cual 
el CNP impactaría favorablemente sobre el remodelado vascular en las ratas 
hipertensas. 
 
 
Como mencionamos anteriormente, la fisiopatología de la hipertensión 
arterial esencial es multifactorial y, aún hoy, los mecanismos responsables del 
aumento y mantenimiento de los altos niveles de presión arterial, no han sido 
completamente esclarecidos. En los últimos años, se ha puesto la mirada sobre la 
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respuesta inflamatoria como un posible mecanismo que podría contribuir a la 
fisiopatología de la HTA (Alexander RW, 1995; Granger JP, 2006; Lee SJ y col, 2009; 
Simon DI, 2012; Trott DW y Harrison DG, 2014). Sin embargo, la hipótesis de la 
participación del sistema inmune en la hipertensión arterial, comienza a gestarse en 
la década del ’60. Entonces se demostró que la supresión del sistema inmune inhibe 
el desarrollo de HTA en un modelo de hipertensión renal, y cuando se exponen 
animales normotensos a linfocitos provenientes de ratas con hipertensión renal, se 
induce el desarrollo de HTA (White FN y Grollman A, 1964; Okuda T y Grollman A, 
1967). 
La creciente evidencia, tanto en trabajos de investigación clínica como 
básica, muestra que la expresión y liberación de un gran número de citoquinas 
inflamatorias, se encuentran aumentadas en la hipertensión y están presentes en 
los sitios de remodelado vascular. En la arteria aorta de las SHR, el ARN mensajero 
(mARN) de la IL-6, la IL-1β y el TNF-α es mayor en comparación con las ratas 
normotensas. Además, los niveles plasmáticos de las IL-6 y IL-1β también se 
encuentran aumentados en las ratas hipertensas (Sanz-Rosa y col, 2005). Otros 
estudios también encontraron niveles aumentados de IL-6, ICAM, VCAM y proteína 
quimioatractante de monocito (MCP-1), en la vasculatura de otros modelos 
animales de HTA (Luvarà G y col, 1998; Tummala PE y col, 1999; González W y col, 
2000). Esto apoya fuertemente la hipótesis de la participación de un proceso 
inflamatorio en la pared vascular, asociado a la HTA. 
 
 
Las citoquinas inflamatorias son sintetizadas por diversas células del sistema 
inmune y de la pared vascular. Además, poseen efectos sobre estas últimas, y 
ejercen un papel central en el inicio y progresión de la injuria vascular.  
El TNF-α induce la activación, la apoptosis y el aumento de la permeabilidad 
de las células endoteliales, y también el aumento de la expresión de moléculas de 
adhesión (Henning B y col, 1996; Prasad AS, 2004; Sprague AH y Khalil RA, 2009). La 
IL-6 induce el aumento de la proliferación de las células del MLV y aumenta la 
expresión de los receptores de angiotensina AT1 en la pared vascular (Wassmann S 
y col, 2004). Además, ambas citoquinas, inducen la expresión de VEGF (Sprague AH 
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y Khalil RA, 2009). Por otra parte, la respuesta hipertensiva a la administración 
aguda de ANG II, es menor en ratones knock out para IL-6, evidenciando el papel de 
esta citoquina en la HTA (Lee DL y col, 2006).  
De hecho, en pacientes con hipertensión arterial, se encontró que los niveles 
elevados de IL-6 y TNF-α se encuentran asociados al riesgo de enfermedad vascular 
(Ridker PM y col, 2000; Chae CU y col, 2001; Qian X y col, 2012; Yamaguchi K y col, 
2014). 
 
Por lo tanto, la inflamación resulta un factor central en las alteraciones de 
los procesos celulares previamente descriptos, como la agregación plaquetaria, el 
infiltrado celular y la secreción de otros factores de crecimiento, que pueden 
modificar la estructura y la función de los vasos (Pober JS y Sessa WC, 2007; Simon 
DI, 2012). 
 
De acuerdo con la evidencia previa, el presente estudio también mostró que 
las ratas hipertensas presentan mayor marcación en la arteria aorta para las 
citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-α, con respecto a las ratas Wistar. 
Por otra parte, al evaluar cómo impacta el tratamiento durante 14 días con 
CNP sobre estos marcadores proinflamatorios, encontramos que la administración 
crónica de CNP disminuyó ambos, IL-6 y TNF-α, en la arteria aorta de las ratas 
hipertensas, mientras que en las ratas normotensas no se encontraron diferencias 
en la marcación con el tratamiento. 
 
 
Muchos de los efectos de las citoquinas inflamatorias se encuentran 
mediados por el aumento de ROS en los sitios de inflamación e injuria. Las células 
endoteliales son los principales blancos del estrés oxidativo. El TNF-α puede 
aumentar la expresión y/o actividad de la NADPH oxidasa. Y, al igual que con el TGF-
β1, las ROS aumentan la expresión de estas citoquinas, cerrando un círculo de 
inflamación (Sprague AH y Khalil RA, 2009). 
Pero además, existe evidencia del efecto modulador negativo del TNF-α 
sobre el sistema del NO. Esta citoquina disminuye la relajación dependiente de NO 
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en las arterias coronarias y mesentéricas (Wimalasundera R y col, 2003; De Palma C 
y col, 2006). Dicho efecto se encontraría mediado por una disminución de la 
expresión de eNOS y una mayor producción de O2
•- en las células endoteliales y/o 
en el MLV (Yoshizumi M y col, 1993; Madge LA y Pober JS, 2001; De Palma C y col, 
2006), ya que el aumento de esta especie oxidante puede disminuir la 
biodisponibilidad del NO, tal como se describió anteriormente. 
El NO también puede limitar la activación de las células endoteliales inducida 
por estas citoquinas inflamatorias. El NO disminuye el aumento de la expresión de 
IL-6, VCAM-1 y selectina-E, responsables de la activación de la célula endotelial (De 
Caterina R y col, 1995). Además, la activación de NF-κB es una de las principales 
responsables de la síntesis de moléculas de adhesión celular que participan de la 
adhesión de células inflamatorias en los sitios de injuria. El TNF-α puede activar esta 
vía a través del aumento de ROS (Korbecki J y col, 2013; Wallach D, 2013). En 
consecuencia, el efecto antioxidante del NO podría inhibir al NF-κB, disminuyendo 
la respuesta inflamatoria. 
 
El TGF-β1 y la vía de las Smad, también impactan en el proceso inflamatorio. 
La unión del TGF-β1 a su receptor tipo II induce la fosforilación de Smad2/3. 
Smad2/3 fosforilada se une a Smad4, formando un complejo que trasloca al núcleo 
celular y regula la transcripción de diversos genes, entre ellos el de Smad7. Esta 
proteína inhibitoria Smad7, no sólo bloquea la activación de Smad2/3, sino que 
además inhibe la respuesta inflamatoria del NF-κB, ya que induce la expresión de 
IκBα, un inhibidor de esta vía (Lan HY, 2011). 
 
 
Previamente se ha descripto que citoquinas proinflamatorias como el TNF-α 
o la IL-1α y la IL-1β, estimulan la liberación de CNP en las células endoteliales (Suga 
S y col, 1993; Osterbur K y col, 2013). Además, la expresión de CNP se encuentra 
aumentada en las lesiones ateroscleróticas en humanos (Naruko T y col, 1996), 
aportando evidencia sobre un posible papel del CNP como modulador del proceso 
inflamatorio. Qian y colaboradores mostraron que la sobreexpresión in vivo de CNP 
disminuye el infiltrado de macrófagos y la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en 
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arterias carótidas de ratones, y estos efectos se revierten al inhibir la actividad de la 
NOS (Qian JY y col, 2002). El CNP también inhibe la interacción entre las células 
endoteliales y los leucocitos por disminución de la expresión de la selectina-P en el 
endotelio. Además, la disminución de selectina-P inducida por el CNP a nivel de las 
plaquetas, también disminuye la interacción plaqueta-leucocito. Estos efectos 
estarían mediados por la activación del receptor natriurético NPR-C y la eNOS 
(Scotland RS y col, 2005). Estos antecedentes sugieren que la regulación de la 
actividad biológica del CNP probablemente tenga una profunda influencia en el 
desarrollo de una respuesta inflamatoria. 
Por lo tanto, uno de los posibles mecanismos que podría participar en el 
efecto antiinflamatorio del CNP observado en la arteria aorta de las SHR, es el 
aumento de la actividad del sistema del NO. Sin embargo, son necesarios futuros 
estudios que permitan esclarecer el papel de este péptido sobre este complejo 
proceso. 
 
 
La disminución observada, por primera vez, de los marcadores 
proinflamatorios en la arteria aorta de las ratas hipertensas, se suma a los efectos 
vasculares del tratamiento crónico con CNP en este modelo animal de HTA, como el 
aumento de la actividad del sistema del NO, la disminución del estrés oxidativo y de 
los signos de fibrosis temprana. Además, otros autores han encontrado que el CNP 
inhibe la producción de metabolitos proinflamatorios del ácido araquidónico 
(Kiemer AK y col, 2002a) y posee un efecto negativo directo sobre el reclutamiento 
de células inmunes a través de la activación del receptor NPR-C y sobre la adhesión 
y la agregación plaquetaria, a través de la disminución de proteínas de adhesión 
celular (Qian JY y col, 2002; Ahluwalia A y col, 2004b; Itoh T y col, 2004). 
 
En conjunto, todos estos efectos resultan beneficiosos en la disfunción 
endotelial y el remodelado vascular asociados a la hipertensión arterial. Y, resulta 
importante notar que, en animales normotensos, la administración de CNP no 
altera la integridad vascular. 
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Consecuentemente, el estudio del impacto del tratamiento crónico con CNP 
en este modelo de hipertensión arterial, aporta valiosa evidencia que, no sólo 
sustenta la hipótesis del CNP como factor clave en la regulación de la homeostasis 
vascular, sino que además, demuestra que una vez establecido el daño de órgano 
blanco, este péptido es capaz de disminuir las alteraciones asociadas al mayor 
riesgo de eventos en la hipertensión arterial. 
 
  
CAPÍTULO 6 
CONCLUSIONES 
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El presente trabajo de Tesis Doctoral muestra, por primera vez, los 
mecanismos responsables de la relajación del músculo liso vascular inducida por el 
péptido natriurético tipo C y sus efectos beneficiosos en la hipertensión arterial. 
 
Estudios previos en la célula endotelial, permitieron describir el efecto del 
CNP sobre algunas funciones celulares (Qian JY y col, 2002; Itoh T y col, 2004; 
Rautureau Y y col, 2010; Khambata RS y col, 2011; Del Ry S y col, 2013). En este 
trabajo de Tesis, encontramos que el CNP modula diversos procesos en estas 
células, entre ellos algunos propuestos por dichos autores. 
El aumento de la expresión y fosforilación de la eNOS, y el consecuente 
aumento en la producción de NO, inducido por el CNP en las células endoteliales, 
aporta evidencia sobre la importancia del NO endotelial como mediador, al menos 
en parte, de los efectos vasculares de este péptido. Previamente, algunos autores 
postularon que este sistema no participaría en los efectos del CNP, o incluso 
ejercería un efecto modulador negativo (Madhani M y col, 2003; Liang CF y col, 
2010). Sin embargo, los resultados obtenidos en los estudios in vitro, tanto en las 
células endoteliales como en los estudios de reactividad vascular, nos permitieron 
mostrar que la activación de la vía de señalización NOS/sGC, participa de la 
relajación dependiente de endotelio inducida por el CNP. 
 
También mostramos que el CNP induce la liberación de PGI2 en las células 
endoteliales. Otros autores mostraron que el CNP inhibe la agregación plaquetaria y 
la formación de trombos, a través de la disminución de la expresión de PAI-1 y de 
selectina P (Ahluwalia A y col, 2004b; Ahluwalia A y col, 2004c; Itoh T y col, 2004). Si 
bien el sistema del PGs parece no participar del efecto vasodilatador del péptido, 
resulta importante notar que la liberación de PGI2 podría contribuir al efecto 
antiagregante plaquetario antes descripto. En este sentido, profundizar en los 
mecanismos involucrados en el efecto del CNP sobre la producción de PGs, podría 
brindar importante evidencia sobre la interacción entre ambos factores y su 
relevancia en la fisiología vascular. 
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Existe evidencia previa sobre el efecto del CNP sobre los canales de potasio 
presentes en el MLV, situación que lo ha propuesto como posible EDHF en lechos 
vasculares de resistencia (Chauhan SD y col, 2003; Villar IC y col, 2007; Simon A y 
col, 2009). Los estudios de reactividad vascular, nos permitieron mostrar que la 
apertura de los canales de potasio BKCa y Kir, presentes en el MLV de la arteria 
aorta, también participa del efecto vasodilatador del CNP, conjuntamente con la 
activación del sistema del NO endotelial. 
 
Pero además de evaluar los efectos vasculares del CNP en situaciones 
fisiológicas, el objetivo de este trabajo de Tesis fue estudiar las alteraciones que 
existen en sus efectos, y en los mecanismos involucrados, en la hipertensión 
arterial. 
Cumpliendo este objetivo, los estudios de reactividad vascular también nos 
permitieron mostrar que el efecto vasodilatador del CNP es diferente en los 
animales hipertensos. Encontramos que tanto la respuesta de la NOS al CNP, como 
la participación de los canales BKCa en el efecto vasodilatador del péptido, se 
encuentran disminuidos en las SHR, en comparación con las ratas normotensas. 
Estos resultados aportan evidencia de que la alteración de estos mecanismos podría 
contribuir al desarrollo y/o mantenimiento de la hipertensión arterial. 
 
La activación de ambas vías de señalización, NO y canales de potasio, podría 
ser responsable además, del efecto antihipertensivo del CNP observado en las SHR, 
si bien no se descarta que otros mecanismos puedan estar implicados en el efecto 
vasodilatador del CNP en otros lechos vasculares (Chauhan SD y col, 2003; Pandey 
KN y col, 2005; Garcha RS y Hughes AD, 2006; Villar IC y col, 2007; Simon A y col, 
2009). 
El CNP disminuye la presión arterial en las ratas SHR. Sin embargo, la 
activación del sistema del NO en respuesta a la administración crónica de CNP, fue 
menor en este grupo de animales en comparación con los normotensos. 
Consideramos que en las SHR tratadas con CNP, la biodisponibilidad del NO podría 
estar aumentada, ya que el CNP también disminuyó el estrés oxidativo. De este 
modo, el efecto vasodilatador del CNP mediado por la activación de la eNOS puede 
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ser potenciado, con la consecuente disminución de la presión arterial en este 
modelo de hipertensión arterial. 
Además del efecto vasodilatador del CNP per se, este trabajo de Tesis 
muestra, por primera vez, que la administración de CNP puede modular, a largo 
plazo, el efecto de otras sustancias implicadas en la regulación del tono vascular, 
como la acetilcolina y la fenilefrina. La relevancia de este hallazgo reside en que, al 
modular la capacidad de respuesta vascular a sustancias vasoconstrictoras y 
vasodilatadoras, a favor de estas últimas, el CNP podría mejorar la disfunción 
endotelial que se asocia a la hipertensión arterial. 
 
Los efectos del CNP sobre los procesos celulares asociados a la disfunción, a 
la senescencia y a la pérdida de la integridad de las células endoteliales (Rippe C y 
col, 2012) que observamos in vitro, como la estimulación del ciclo celular y la 
disminución de la adhesión de las células endoteliales, apoyan el importante papel 
de este péptido en la regulación de la homeostasis vascular. 
Los efectos del CNP sobre el sistema vascular se extienden además a la 
disminución de los marcadores de fibrosis e inflamación, que acompañan cambios 
morfológicos en la arteria de las ratas hipertensas. Estos cambios impactan 
favorablemente en el daño de órgano blanco que se observa en este modelo y, a su 
vez, podrían contribuir a la disminución de eventos asociados a la hipertensión 
arterial. En los grandes vasos, como la arteria aorta, la disminución de la 
distensibilidad y/o el aumento de la rigidez arterial, resulta en un aumento de la 
presión de pulso central, la cual se encuentra asociada con mayor riesgo de eventos 
cardiovasculares en pacientes hipertensos (Blacher J y col, 2000; Zieman SJ y col, 
2005; Williams B y col, 2006). 
 
En consecuencia, el CNP y sus vías de señalización intracelular, emergen 
como un campo de investigación promisorio y particularmente relevante en el 
estudio de la regulación de la presión arterial y en las alteraciones asociadas a su 
aumento. En este contexto, es importante mencionar que la hipertensión arterial 
esencial es un desorden de origen multifactorial, y numerosos factores 
fisiopatológicos han sido considerados como partícipes en su génesis. Si bien 
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durante las últimas décadas se ha avanzado considerablemente en su tratamiento, 
ha sido extremadamente difícil controlar la hipertensión arterial en el 40% de los 
pacientes hipertensos (Marín M y col, 2012). 
Potenciar las acciones de este péptido requiere un conocimiento profundo 
de los mecanismos moleculares involucrados en los efectos del mismo, más allá de 
su papel en la vasorrelajación. El reciente desarrollo de quimeras que combinan la 
estructura del CNP con la de otros PNs (Chen BY y col, 2011; Martín FL y col, 2012), 
así como de fármacos que combinan la inhibición del sistema renina-angiotensina 
con la inhibición de la NEP, enzima responsable de la degradación de los PNs (Paulis 
L y Unger T, 2010; Hegde LG y col, 2011; Mangiafico S y col, 2013; Vardeny O y col, 
2014), muestra el creciente interés en el aprovechamiento de sus efectos 
beneficiosos para el tratamiento de patologías cardiovasculares. La comprensión de 
los mecanismos moleculares que median los efectos del CNP, además permitiría 
que se pueda intervenir en las vías de señalización que subyacen a los distintos 
procesos que este péptido regula. 
 
Así, futuros avances en el conocimiento del papel desempeñado por el CNP 
en la hipertensión arterial y en las patologías asociadas, podrían conducir al 
desarrollo de nuevas y mejores estrategias terapéuticas, con el objetivo de no sólo 
controlar la presión arterial dentro de valores normales, sino consecuentemente, 
disminuir el daño de órgano blanco, principal responsable del deterioro en la 
calidad de vida y el riesgo de eventos cardiovasculares.  
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AA: Ácido araquidónico 
AC: Adenilil ciclasa 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ADP: Adenosina nucleótido difosfato 
AMPK: Proteína kinasa activada por AMP 
ANG II: Angiotensina II 
ANP: Péptido natriurético atrial 
ARN: Ácido ribonucleico 
AscH: Ácido ascórbico 
Asc•: Radical ascorbato 
AT1: Receptores de angiotensina II tipo 1 
ATP: Adenosina nucleótido trifosfato  
BH3
•: Radical tetrahidrobiopterina 
BH4: (6R-)5,6,7,8-tetrahidrobiopterina 
BHT: Butilhidroxitolueno 
BK: bradikinina 
BKCa: Canales de potasio activados por calcio de alta conductancia 
BNP: Péptido natriurético tipo B 
cAMP: Adenilil monofosfato cíclico  
cANP(4-23): Agonista selectivo del receptor natriurético tipo C 
cGMP: Guanilil monofosfato cíclico  
CaM: Calmodulina 
CaMKII: Proteína kinasa dependiente de Ca2+-CaM 
6-ceto-PGF1α: 6-ceto-prostaglandina F1α 
Cl: Clearance, depuración renal 
COX: Ciclooxigenasa 
CNP: Péptido natriurético tipo C 
cPLA2: Fosfolipasa A2 dependiente de calcio 
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CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo 
CYP: Citocromo P450 
d: diástole 
DAF-FM: 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina diacetato 
DAG: Diacilglicerol 
DHETs: Ácidos vic-dihidroxieicosatrienoicos 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
DOCA: acetado de deoxicorticosterona 
DVI: Dimensión interna del VI 
E: Arteria aorta con endotelio 
ECG: Electrocardiograma 
EDCF: Factor constrictor derivado del endotelio 
EDHF: Factor hiperpolarizante derivado del endotelio 
EDRF: Factor de relajación derivado del endotelio 
EDTA: Ácido etilendiamino tetraacético 
EETs: Ácidos epoxieicosatrienoicos 
EGTA: Acido etilen-glicol-tetraacético 
EIA: Inmunoensayo enzimático 
EK: Potencial de equilibrio del potasio 
eNOS o NOS-III: Oxido nítrico sintasa endotelial 
eNOS-PSer1177: Óxido nítrico sintasa endotelial fosforilada en la posición Ser1177 
EPR: Espesor relativo de la pared del VI 
ERK: Kinasa regulada por señales extracelulares 
FA: Fracción de acortamiento 
FAD: flavina adenina dinucleótido 
FC: Frecuencia cardíaca 
FE: Fracción de eyección 
FMN: Flavina mononucleótido 
GC: Guanilil ciclasa 
Gi: Proteína G inhibitoria 
Glib: Glibenclamida 
GSH: Glutatión reducido  
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GSSG: Glutatión oxidado  
HEPES: Ácido 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin-etan-sulfónico  
HETEs: Ácidos hidroxieicosatetraenoicos 
HOE-140: Icatibant acetato 
Hsp90: Proteína de choque térmico 90 
HTA: Hipertensión arterial 
HUVEC: células endoteliales humanas obtenidas de vena de cordón umbilical 
IbTx: Iberiotoxina 
ICAM-1: Molécula de adhesión intracelular-1 
IDE: Enzima que degrada insulina 
IFN-γ: Interferón-γ 
IGF-1: Factor de crecimiento insulino-simil-1 
IKCa: Canales de potasio activados por calcio de conductancia intermedia 
IL: Interleuquina  
IMVI: Índice de masa del ventrículo izquierdo 
Indo: Indometacina 
iNOS o NOS-II: Oxido nítrico sintasa inducible 
IP: Receptor de prostaciclina 
IP3: Inositol-1,4,5-trifosfato 
iPLA2: Fosfolipasa A2 independiente de calcio 
K2P: Canales de potasio con dominio de dos poros 
KATP: Canales de potasio sensibles a ATP 
KCa: Canales de potasio activados por calcio 
Kir: Canales de potasio con rectificación interna 
KV: Canales de potasio activados por voltaje 
LOX: Lipooxigenasa 
L-NAME: Nω-Nitro-L-arginina metil éster 
LPS: Lipopolisacárido 
MAPK: Kinasa activada por mitógenos 
MCP-1: Proteína quimioatractante de monocito-1 
MDA: Malondialdehido  
MLV: Músculo liso vascular 
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MLCK: Kinasa de la cadena delgada de la miosina 
mARN: Ácido ribonucleico mensajero 
NADH: Nicotinamida dinucleótido reducido 
NADP+: Nicotinamida dinucleótido fosfato oxidado 
NADPH: Nicotinamida dinucleótido fosfato reducido 
NEP: Endopeptidasa neutra o neprisilina 
NF-κB: Factor de transcripción nuclear κB  
nNOS o NOS-I: Oxido nítrico sintasa neuronal  
NO: Oxido nítrico  
NO2
-: Nitritos  
NO3
-: Nitratos  
NoE: Arteria aorta sin endotelio 
NOS: Óxido nítrico sintasa 
NOx: Nitritos y nitratos urinarios  
NPR-A o GC-A o NPR1: Receptor natriurético tipo A 
NPR-B o GC-B o NPR2: Receptor natriurético tipo B 
NPR-A o NPR3: Receptor natriurético tipo C 
NPS: Nitroprusiato de sodio 
O2
-: Anión superóxido  
ODQ: 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona 
PA: Presión arterial 
PAI-1: Activador de plasminógeno-1 
PAS: Presión arterial sistólica  
PBS: Buffer fosfato de sodio  
pCE50: potencia, logaritmo negativo de la concentración molar que produce el 50 % 
de la respuesta máxima 
PDGF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas 
PGI2: Prostaciclina o prostaglandina I2 
PGIS: Prostaciclina sintasa 
PGs: prostaglandinas 
PI: Ioduro de propidio 
PIP2: Fosfatidilinositol-4,5-difosfato 
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PKA: Proteína kinasa A 
PKC: Proteína kinasa C 
PKG: Proteína kinasa regulada por cGMP 
PLA2: Fosfolipasa A2 
PLC: Fosfolipasa C 
PLVI: Pared libre del ventrículo izquierdo 
PMSF: Persulfato de amonio 
PNs: Péptidos natriuréticos 
PP1: Proteína fosfatasa 1 
PPARs: Proliferador de peroxisomas 
Rmax: Respuesta máxima 
RNasas: Ribonucleasas 
ROS: Especies reactivas del oxígeno 
RP: Resistencia periférica 
s: sístole 
SA-β-gal: β-galactosidasa 
Ser: Aminoácido serina 
sGC: Guanilil ciclasa soluble o citosólica 
SHR: Ratas espontáneamente hipertensas 
SKCa: Canales de potasio activados por calcio de baja conductancia 
SOD: Superóxido dismutasa 
TBA: Ácido tiobarbitúrico 
TBARs: Sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico  
TCA: Ácido tricloroacético 
TEA: Tetraetilamonio clorhidrato 
TEMPOL: 4-hidroxi-TEMPO 
TEP: 1,1,3,3-tetraetoxipropano 
TGF-β: Factor de crecimiento transformante β  
Thr: Aminoácido treonina 
TVI: Espesor del tabique interventricular 
TK: Tirosina kinasa 
TNF-α: Factor de necrosis tumoral α 
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TP: Receptor de tromboxano A2 
TXA2: Tromboxano A2 
TXAS: Tromboxano A2 sintasa 
TXB2: Tromboxano B2 
Tyr: Aminoácido tirosina 
VCAM-1: Molécula de adhesión celular vascular-1 
VDCC: canales de calcio dependientes de voltaje 
VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular 
VI: Ventrículo izquierdo 
VFD: Volumen de fin de diástole 
VFS: Volumen de fin de sístole 
VGF: Volumen de filtrado glomerular  
VMC: Volumen minuto cardíaco 
VS: Volumen sistólico 
   
 
  
 
